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aLRT metoda ocenjevanja kvalitete filogenetskih dreves s testom približka  
(angl. approximate likelihood-ratio test) 
 
bp bazni par 
 
cDNA komplementarna deoksiribonukleinska kislina  
(angl. complementary deoxyribonucleic acid) 
 
CRF krožeče rekombinantne oblike (angl. circulating recombinant forms) 
 
ddNTP dideoksinukleozid trifosfat (angl. dideoxynucleoside triphosphate) 
 
DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
 
dNTP deoksinukleozid trifosfat (angl. deoxynucleoside triphosphate) 
 
DRM z odpornostjo povezane mutacije (angl. drug resistance mutations) 
 
HIV človeški virus imunske pomanjkljivosti  
 (angl. human immunodeficiency virus) 
 




mRNA sporočilna ribonukleinska kislina (angl. messenger ribonucleic acid) 
 
MSM moški, ki imajo spolne odnose z moškimi  
 (angl. men who have sex with men) 
 
NNRTI nenukleozidni zaviralec virusne reverzne transkriptaze  
(angl. non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor) 
 
NRTI nukleozidni zaviralec virusne reverzne transkriptaze  
(angl. nucleoside reverse transcriptase inhibitor) 
 




PrEP preekspozicijska profilaksa (angl. pre-exposure prophylaxis) 
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Aids kot bolezen sprva prepoznajo leta 1981, povežejo ga z retrovirusom, danes imenovanim 
človeški virus imunske pomanjkljivosti (angl. human immunodeficiency virus, HIV), ki od 
odkritja velja za povzročitelja ene od hujših infekcijskih bolezni moderne zgodovine. Virus 
se prenaša spolno, parenteralno in perinatalno; 80 % okužb lahko povežemo s prenosom 
preko sluznic, zato je aids dominantno spolno prenesena bolezen. Od odkritja virusa je 
pandemija virusa HIV okužila vsaj 70 milijonov ljudi in povzročila več kot 35 milijonov 
smrti. Čeprav je protiretrovirusno zdravljenje močno znižalo vpliv aidsa in število s tem 
povezanih smrti, je dostop do zdravil svetovno omejen, možnosti ozdravitve in razvoja 
cepiva pa ostajajo negotove (Sharp in Hahn, 2011; WHO, 2019).  
 
Kljub obstoju zelo učinkovitih zdravil, k neuspehu protiretrovirusnega zdravljenja 
pomembno prispeva razvoj odpornosti virusa in s tem povezanih mutacij. Nedavna švicarska 
raziskava je v zadnjih letih v razvitem svetu pokazala velik padec v pojavnosti odpornosti 
virusa HIV med zdravljenimi osebami, ker je tam dostop do novejših, visoko-potentnih 
zdravil dober. Primarna odpornost (angl. transmitted drug resistance, TDR) med 
nezdravljenimi osebami v razvitih državah ostaja stabilna, v nasprotju s tem spremljanje 
TDR v državah v razvoju kaže na naraščanje odpornosti. Prevalenca odpornosti v Evropi 
med leti 2008 in 2010 za celokupno pojavnost TDR proti zdravilom iz skupin zaviralcev 
retrovirusne proteaze (angl. protease inhibitor, PI) in reverzne transkriptaze (angl. reverse 
transcriptase inhibitor, RTI) je ocenjena na 8,3 %. Na račun tega, evropske smernice za 
zdravljenje virusa HIV priporočajo testiranje občutljivosti virusa na zdravila pred izbiro 
strategije zdravljenja, kar ima poleg možnosti optimizacije zdravljenja tudi velik 
javnozdravstveni pomen (Scherrer in sod., 2016; Hofstra in sod., 2016).  
 
Analiza TDR je v Sloveniji med leti 2005–2010 med novoodkritimi in nezdravljenimi 
posamezniki prvič pokazala odpornost proti PI in nenukleozidnim zaviralcem reverzne 
transkriptaze (angl. non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor, NNRTI), medtem ko je 
odpornost v predhodnem obdobju (2000–2004) ostala omejena na nukleozidne zaviralce 
reverzne transkriptaze (angl. nucleoside reverse transcriptase inhibitor, NRTI). V letih 2011–
2016 je bila v Sloveniji opažena nižja prevalenca mutacij povezanih s TDR (2,4 %) kot v 
predhodnih raziskavah, glede na svetovno prisotnost TDR rezultati nakazujejo na smiselnost 
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1.1 CILJI IN DELOVNE HIPOTEZE 
Cilj naloge je ocena stopnje TDR virusa HIV pri novoodkritih in nezdravljenih HIV-
pozitivnih posameznikih v letih 2017 in 2018 v Sloveniji. V kolikor pojavnost TDR ne bo 
presegla 5 %, uvedba rutinskega določanja TDR virusa pred uvedbo protiretrovirusnega 
zdravljenja v Sloveniji za vse novoodkrite HIV-pozitivne posameznike ne bo potrebna.  
 
Glede na rezultate prejšnjih raziskav pričakujemo, da je v obdobju od leta 2017 do leta 2018 
pojavnost TDR virusa HIV proti protiretrovirusnem zdravljenju še vedno manjša od 5 %. 
Predvidevamo, da bo najpogostejša mutacija K103N, ter da bo prevalenca odpornosti 
najvišja v skupini RTI. Pričakujemo tudi, da značilnih filogenetskih skupin oseb z dokazano 
HIV TDR, ki bi kazale na prenos znotraj države, ne bomo odkrili. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 VIRUS IMUNSKE POMANJKLJIVOSTI 
Genetsko virus HIV uvrščamo v rod Lentivirus, družino Retroviridae. Za lentiviruse je 
značilno, da okužujejo različne vrste sesalcev, vključujoč govedo, konje, ovce, mačke in 
primate, pri katerih povzročajo kronične okužbe. Večina lentivirusov je eksogenih, kar 
pomeni, da do okužbe pride s horizontalnim prenosom, vertikalni prenosi so mogoči, ko je 
virus endogen in infiltriran v gostitelja (Sharp in Hahn, 2011). 
 
Aids kot bolezen pri ljudeh sprva prepoznajo v 80-ih letih 20. stoletja, povežejo ga z 
retrovirusom, danes imenovanim virus HIV. Kmalu dokažejo, da so sevi HIV-1 povezani z 
opičjim virusom imunske pomanjkljivosti (angl. simian immunodeficiency virus, SIV), ki 
se pojavlja pri gorilah in šimpanzih (sevi SIVgor in SIVcpz). Leta 1986 pri bolnikih iz 
Zahodne Afrike odkrijejo HIV-2, ki je genetsko manj povezan s HIV-1, vendar izkazuje 
tesno povezavo s SIV, ki bolezen povzroča pri mangabijih. Povezava med HIV in SIV kaže 
na medvrstni prenos, ki rezultira v nastanku novih, na gostitelja specifično prilagojenih, 
patogenih virusov. Do zoonotskega prenosa virusa naj bi prišlo preko kožne ali sluznične 
izpostavitve okuženi krvi in ostalim telesnim tekočinam (Sharp in Hahn, 2011). 
 
Izolate virusa HIV razdelimo v dve skupini; tip 1 (HIV-1) in tip 2 (HIV-2). Skupino HIV-1 
sestavljajo štiri ločene linije označene M, N, O in P; skupina M je bila odkrita prva in 
predstavlja pandemično obliko. Linijo M lahko razdelimo na več deloma geografsko 
značilnih podtipov in nekaj podpodtipov (A1, A2, B-D, F1, F2, G, H, J, K), kakor tudi na 
preko 90 različnih opredeljenih rekombinantnih oblik, ki nastanejo pri sočasnih okužbah in 
so bile dokazane pri vsaj treh epidemiološko nepovezanih osebah. Leta 1990 odkrijejo linijo 
O, ki predstavlja manj kot 1 % svetovnih okužb HIV-1 in je značilna za določene afriške 
države. Leta 1998 odkrijejo linijo N ter leta 2009 linijo P, prevalenca omenjenih linij je še 
nižja od prevalence linije O in je omejena na nekaj opisanih primerov (Poljak in sod., 2011; 
Sharp in Hahn, 2011; LANL, 2019). Od prve osamitve HIV-2 je bilo odkritih osem ločenih 
linij virusa (A-H), liniji A in B sta med ljudmi razširjeni v omembe vrednem obsegu: skupina 
A v Zahodni Afriki in skupina B predvsem v Slonokoščeni obali. Ostale skupine HIV-2 so 
bile odkrite pri posameznikih, kar kaže na omejeno širjenje sevov (Sharp in Hahn, 2011). 
 
Aids v svetovnem merilu najpogosteje povzroča HIV-1, medtem ko je HIV-2 omejen 
predvsem na regije Zahodne in Centralne Afrike. Virusno breme pri HIV-2 je manjše kot pri 
HIV-1, kar lahko razloži nižjo raven prenosa virusa in skoraj neobstoječe primere prenosa 
iz matere na otroka. Okužbe s HIV-2, enako kot pri HIV-1, sčasoma napredujejo v aids, ki 
je za nezdravljene osebe poguben (Sharp in Hahn, 2011; Esbjörnsson in sod., 2018). 
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2.1.1 Zgradba virusa HIV in organizacija virusnega genoma 
HIV virusni delci so kroglasti, srednje veliki (premer 80-100 nm), obdaja jih lipoproteinska 
ovojnica, ki je sestavljena iz glikoproteinskih kompleksov, katerih sestavni deli so trimeri 
zunanje površinske beljakovine gp120 in nanje vezani transmembranski glikoproteini gp41 
(Slika 1). V dvoslojno membrano, ki izvira iz celične membrane gostiteljske celice, preko 
svojega življenjskega kroga virus vključi tudi različne beljakovine drugih gostiteljskih celic. 
Matrična beljakovina p17 je iz notranje strani zasidrana v lipoproteinsko membrano, znotraj 
matriksa se nahaja ikozaedrična kapsida v obliki valjastega stožca. Virusna kapsida, ki je 
sestavljena iz polimerov antigena p24, vsebuje dve kopiji približno 9,2 kbp dolge molekule 




















Retrovirusni genom je sestavljen iz dveh identičnih kopij enoverižne molekule RNA, ki jo 
sestavljajo strukturni geni gag, pol in env. Struktura virusnega delca je pri HIV-1 in HIV-2 
podobna; gen gag kodira strukturne beljakovine sredice (p6, p7, p9, p24) in matriksa (p17), 
gen env kodira glikoproteine virusne ovojnice (gp41, gp120) in gen pol, kjer najdemo zapise 
za encime, ki so nujni za virusno pomnoževanje – reverzna transkriptaza (RT) (p66/p51), 
integraza (INT) (p32) in proteaza (PR) (p11). Gene gag, pol in env v genomu dopolnjujejo 
tudi ostali regulatorni in dodatni geni (Slika 2); gen tat kodira beljakovino, ki je izražena ob 
začetku okužbe in vzpodbuja izražanje ostalih virusnih genov, sintezo RNA in beljakovin 
(Fanales-Belasio in sod., 2010; Poljak in sod., 2011). 
Slika 1: Shematski prikaz zgradbe virusa HIV-1 (Poljak in sod., 2011). 
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Beljakovina Rev, ki jo kodira gen rev, zagotavlja prehod procesiranih sporočilnih RNA 
(mRNA) in genomskih RNA iz jedra v citoplazmo. Beljakovina Vpr je vpletena v 
zaustavitev celičnega kroga gostiteljske celice, kar vodi v povišano raven pomnoževanja 
virusa, sodeluje pri prenosu komplementarne DNA (cDNA) in vpliva na citopatske učinke 
virusa. Beljakovina Vpu, ki je specifična za HIV-1, je potrebna za pravilno sprostitev novih 
virusnih delcev in pomembno sodeluje pri razgrajevanju celic CD4. Gen vpx je značilen za 
HIV-2 in uravnava kužnost virusa, gen vif pa kodira majhno beljakovino Vif, ki izboljša 
kužnost virusnih delcev. Beljakovina Nef ima več funkcij, med drugim sodeluje pri 
vzdrževanju visoke virusne koncentracije v krvi in vpliva na virusno latenco ter 
napredovanje v aids, saj ima negativen vpliv na izražanje molekul CD4. Na obeh koncih 
genoma najdemo identična ponavljajoča se zaporedja (angl. long terminal repeats, LTR), 
sestavljena iz treh regij (U3, R in U5), ki so ključna za integracijo, prepis in izražanje genov 
(Fanales-Belasio in sod., 2010; Poljak in sod., 2011). 
 
 
2.1.2 Življenjski krog virusa HIV 
Pomnoževalni krog virusa HIV lahko povzamemo v več korakih; vezava in vstop, slačenje 
virusa, reverzna transkripcija genoma, vgrajevanje virusa v gostiteljev genom, sinteza 
beljakovin in sestavljanje virusa ter brstenje (Slika 3) (Fanales-Belasio in sod., 2010).  
 
Za prepoznavo, vezavo in vstop v celico je ključen glikoproteinski kompleks iz beljakovin 
gp120 in gp41. Virusna beljakovina gp120 veže monomerni glikoprotein CD4, ki ga 
najdemo na površini celic večine limfocitov T, prekurzorskih celic T znotraj kostnega mozga 
in priželjca, na monocitih/makrofagih, eozinofilcih, dendritičnih celicah in mikroglia celicah 
živčnega sistema. Ob vezavi gp120 s CD4 se virusna ovojnica strukturno spremeni, kar vodi 
v izpostavitev domene gp120, ki je odgovorna za vezavo na kemokinski koreceptor na 
celični membrani (Fanales-Belasio in sod., 2010). 
Slika 2: Shematski prikaz genoma virusa HIV-1 (A) in HIV-2 (B) (Fanales-Belasio in sod., 2010). 
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Opisanih je več različnih koreceptorjev virusa HIV, najbolj pogosta koreceptorja sta CXCR4 
in CCR5; CXCR4 najdemo na več celicah, vključujoč limfocite T, ter CCR5, ki je prisoten 
na monocitih/makrofagih, dendritičnih celicah in aktiviranih limfocitih T. Glede na 
prednostni koreceptor virusa ločimo T-tropne ali X4 viruse, ki se vežejo na CXCR4, M-
tropne ali R5 viruse, ki se vežejo na CCR5 in dualno-tropne viruse, ki se lahko vežejo na 
oba koreceptorja. Dvojna povezava med gp120 in CD4 ter koreceptorjem stabilizira vez 
virusa s celico, kar vodi v prehod N-terminalnega dela gp41 v celično membrano in 
strukturno spremembo gp41. To omogoči tesno zbližanje celice in virusa ter s tem fuzijo 
membran in vstop virusne sredice (Fanales-Belasio in sod., 2010).  
 
Retrovirusi pomnožujejo enoverižne pozitivno polarne genome RNA v dvoverižne molekule 
DNA z mehanizmom, ki vključuje od RNA odvisno polimerazo DNA in aktivnost RNaze 
H. Proces se izvaja z virusnim večfunkcijskim encimom, RT, ki sproži sintezo nasprotne 
verige cDNA s pomočjo prenašalne RNA (tRNA) kot začetnega oligonukleotida. 
Polimerizira se kratka veriga, ki doseže konec oligonukleotida tRNA, sledi premik nastale 
DNA na 3' konec genoma in zaključitev preostale verige DNA. Veriga RNA se selektivno 
razgradi s pomočjo aktivnosti RNaze H, ustvarijo se začetni oligonukleotidi, ki so potrebni 
za začetek sinteze pozitivne verige DNA (Harrison in sod., 1998). 
 
Vgrajevanje virusnega genoma v genom gostitelja poteka s pomočjo beljakovine INT; 
dvovijačna molekula DNA s pomočjo reza na 3' delu pridobi lepljive konce, kar omogoči 
prehod v jedro in vstavitev verige v gostiteljski genom. Monociti/makrofagi, celice 
mikroglia in latentno okužene celice T CD4 z integriranim virusom predstavljajo dolgo 
živeči rezervoar HIV okužbe (Fanales-Belasio in sod., 2010).  
 
Ob aktivaciji celice z vgrajenim virusnim genomom pride do prepisa virusne DNA v mRNA, 
kar sprva vodi v sintezo regulatornih HIV beljakovin, kot sta Tat in Rev. Virusna mRNA, ki 
kodira daljše odseke, potuje v citoplazmo, kjer se sintetizirajo strukturni deli novih virionov. 
Beljakovine kodirane z geni pol in gag tvorijo jedro dozorevajočih delcev virusa HIV in 
nastanejo s cepitvijo večjih predhodnih beljakovin, tudi produkt gena env - velika predhodna 
beljakovina gp160- je s strani PR cepljena na gp120 in gp41. Nastanek novih virusnih delcev 
je večstopenjski proces; dve verigi RNA se povežeta skupaj s pomnoževalnimi encimi, 
beljakovine sredice se sestavijo v virusno kapsido. Še nedozorel virus potuje proti celični 
površini, kjer z brstenjem pridobi ovojnico in izloči se nov virusni delec. Za razliko od 
brstenja novih virusov pri limfocitih T, poteka brstenje pri monocitih in makrofagih v 
notranjost celice, kjer se virioni kopičijo v znotrajceličnih vakuolah iz katerih se sprostijo v 
naslednjem koraku (Fanales-Belasio in sod., 2010). Novo nastali virusni delci so popolni in 
kužni šele, ko PR dokončno cepi predhodne beljakovine v njihovi notranjosti na 
funkcionalne virusne beljakovine. Popolni novi virusi z brstenjem zaradi zapletenega 
življenjskega kroga nastanejo redko (Poljak in sod., 2011).  
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2.2 KLINIČNA SLIKA OKUŽBE Z VIRUSOM HIV 
Patogeneza okužbe z virusom HIV in napredovanje v aids sta posledici lastnosti virusa in 
imunskega odgovora gostitelja. Ravnotežje med učinkovitostjo virusa in imunskim stanjem 
gostitelja vpliva na potek izida okužbe (Fanales-Belasio in sod., 2010). Klinični potek 
okužbe s HIV je prikazan na sliki 4. 
 
Virus HIV zunaj krvnega obtoka ali limfnega tkiva ni obstojen, občutljiv je tudi na splošno 
uporabljene detergente in razkužila. Prenos virusa torej zahteva neposredno izpostavitev 
okuženi krvi ali ostalim telesnim izločkom ob prisotnosti poškodbe kože ali sluznice. Prenos 
je odvisen tudi od bioloških lastnosti virusa, njegove koncentracije in dovzetnosti gostitelja. 
Najpogosteje se virus prenaša spolno, kar pomeni, da je sluznica spolovil tkivo, ki je prvo 
izpostavljeno okužbi. Dendritične celice in limfociti CD4, ki se nahajajo v sluznici, se 
okužijo preko prej opisanega mehanizma s pomočjo receptorjev, kar omogoči širjenje virusa 
v bezgavke in krvni obtok (Fanales-Belasio in sod., 2010). Obdobje, ko se virus širi, vendar 
ga z diagnostičnimi metodami ni mogoče dokazati, imenujemo obdobje mrka in traja 
približno teden dni (Poljak in sod., 2011). Pomnoževanje virusa v limfnem tkivu in 
bezgavkah je izrazito že v začetni fazi okužbe. Okužene celice lizirajo ali ostanejo latentno 
okužene in tako predstavljajo rezervoar okužbe. Ravno latentno okužene celice so velika 
ovira pri popolni odstranitvi virusa, saj omogočajo obstoj virusa kljub učinkovitem 
protiretrovirusnem zdravljenju (Fanales-Belasio in sod., 2010).  
Slika 3: Shematski pregled življenjskega kroga virusa HIV (Poljak in sod., 2011). 
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Pojav viremije je v naravnem poteku bolezni kritična točka, saj kaže na možen prenos virusa 
iz okuženega posameznika na ostale (Fanales-Belasio in sod., 2010; Parekh in sod., 2019). 
Tekom prve, akutne faze, koncentracija virusne RNA v krvi hitro narašča, tudi do 
100.000.000 kopij na mililiter, telesna zaloga celic T pomagalk (še zlasti v prebavilih) pade 
na 20 %. Virus se uspešno razširi po telesu in pri večini oseb, zaradi imunskega odziva na 
okužbo, nastopi akutni retrovirusni sindrom. Klinični potek bolezni je raznolik, v akutni fazi 
bolezni posamezniki pogosto izkusijo gripi podobne simptome, kot sta glavobol in vročina, 
pojavijo se lahko tudi izpuščaji. Povišano pomnoževanje virusa v prvi fazi bolezni je 
posledica še nerazvitega imunskega sistema. Ko pride do vzpostavitve humoralnega in 
celičnega imunskega odziva, viremija upade (Fanales-Belasio in sod., 2010; Poljak in sod., 
2011). 
 
Imunski sistem gostitelja začne proizvajati protitelesa, viremija počasi upada in doseže 
konstantno točko ureditve (angl. setpoint) ali celo pade pod mejo zaznave. Z znižanjem 
virusnega bremena upade tudi prisotnost antigena p24, ki ga vežejo protitelesa in s tem nižajo 
koncentracijo prostega antigena v krvi. Druga faza bolezni je kronična, oziroma 
asimptomatska, virus se pomnožuje v nižjih koncentracijah (Fanales-Belasio in sod., 2010; 
Parekh in sod., 2019). Čeprav gre za klinično mirno obdobje, se virus pri nezdravljenih 
osebah učinkovito širi, koncentracija celic T pomagalk upada, kar vpliva na oslabljeno 
delovanje drugih - od celic T odvisnih - celic, imunski sistem slabi. Bolezen lahko napreduje 
počasi, kadar imajo osebe daljše časovno obdobje nespremenjeno viremijo in koncentracijo 
celic T pomagalk, ali hitreje, kadar se aids razvije v obdobju petih let po okužbi (Poljak in 
sod., 2011).  
 
V tretji fazi se virusno pomnoževanje nadaljuje in strmo zmanjševanje koncentracije celic 
CD4 vodi v kritično oslabljen imunski sistem, ki je podvržen oportunističnim okužbam, 
kmalu nastopijo s tem povezani klinični simptomi. Pojavijo se splošni znaki, ki vključujejo 
utrujenost, bolečine v mišicah, glavobol, povišano telesno temperaturo, potenje. Pogoste so 
glivične okužbe, kot je na primer kandidoza ustne votline in okužbe s Pneumocystis jirovecii, 
bakterijske pljučnice in bronhitis, sinusitis in okužbe s Streptococcus pneumoniae, 
Haemophilus influenzae ter Staphylococcus aureus. Razvijejo se benigne in maligne 
novotvorbe, pojavi se demenca. Aids, ki ga definiramo kot koncentracija celic T pomagalk 
nižja od 200 celic/mm3, brez zdravljenja vodi v smrt (Parekh in sod., 2019; Poljak in sod., 
2011). 
9 
Govednik T. Primarna odpornost virusa imunske pomanjkljivosti … v Sloveniji v letih 2017 in 2018. 




2.3 DIAGNOSTIKA OKUŽBE Z VIRUSOM HIV 
Diagnostika virusa HIV igra pomembno vlogo pri napredku v prepoznavanju in spremljanju 
stanja okuženih oseb in nudi znanje o epidemiologiji bolezni. Pomembna je tudi z vidika 
nadzora in odgovora na izbruhe okužb, saj omogoča oceno bremena bolezni, prepoznavo 
šibkejših točk populacije in prenosa virusa, ter s tem nudi možnost načrtovanja ukrepanja, 
intervencij in ustreznega financiranja. Diagnostika virusa HIV sestoji iz standardnih 
laboratorijskih metod in novejših tehnologij, kar omogoča boljšo pokritost, dostopnost in 
ima pozitiven vpliv na bolezensko stanje HIV-pozitivnih oseb (Parekh in sod., 2019).  
 
Diagnostika virusa HIV je v zadnjih treh desetletjih pomembno napredovala; iz seroloških 
testov prve do pete generacije, z vsako naslednjo generacijo kaže večjo občutljivost, 
natančnost in specifičnost. Prva generacija seroloških testov iz sredine 80-ih let je temeljila 
na antigenih virusnih lizatov s pomočjo katerih lahko zaznamo specifična protitelesa IgG. 
Druga generacija seroloških testov je vsebovala sintetične ali rekombinantne beljakovine 
HIV-1 in gp36 HIV-2, s čimer se je zvišala občutljivost in znižala lažna pozitivnost 
rezultatov. Tretja generacija testov je s pomočjo sendvič metode z različnimi antigeni 
zaznala protitelesa anti-HIV-1 in anti-HIV-2. Poleg protiteles IgG so testi tretje generacije 
zaznali tudi zgodnja anti-HIV-1 protitelesa IgM. Četrta generacija testov, s pomočjo 
kemiluminiscentne tehnologije mikrodelcev, zaznava antigen p24 in protitelesa anti-HIV-1 
skupin M, N in O ter anti-HIV-2 (Parekh in sod., 2019).  
Slika 4: Klinični potek okužbe z virusom HIV (Fanales-Belasio in sod., 2010). 
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Pomanjkljivost četrte generacije je, da ne omogoča specifične ločitve med p24 in protitelesi 
anti-HIV-1 ali anti-HIV-2 pozitivnih rezultatov. To omogoča peta generacija, ki temelji na 
uporabi več setov magnetnih kroglic z vezanimi monoklonskimi protitelesi proti antigenu 
p24 in epitopi HIV-1 (skupin M, N in O) ter HIV-2. Akutno okuženi posamezniki so tako 
lahko odkriti hitro, v zgodnji fazi okužbe, in ustrezno zdravljeni (Parekh in sod., 2019). 
 
Kljub napredku in visoki občutljivosti encimsko imunskih testov, ostaja problem lažna 
pozitivnost. Tako pred uvedbo protiretrovirusnega zdravljenja pozitivne vzorce dodatno 
preverimo s potrditvenimi testi. Sprva je bil v rabi potrditveni test Western blot, ki je 
pozitivne vzorce prepoznal glede na protitelesa proti p24 in proti glikoproteinom virusne 
ovojnice. Postopek in interpretacija testa Western blot sta zapletena, zato je bila razvita nova 
linija potrditvenih testov, ki temelji na očiščenih rekombinantnih beljakovinah ter peptidih 
HIV-1 in HIV-2. Potrditveno testiranje se za ločitev HIV-1 od HIV-2 okužbe priporoča v 
souporabi s testi tretje in četrte generacije (Parekh in sod., 2019). 
 
Testi za določanje incidence virusa HIV omogočajo razločevanje novih primerov okužbe 
HIV od dolgotrajnih okužb in s tem spremljanje učinkovitosti državnih programov 
preventive. Zaznava virusne RNA in/ali antigena p24, ki se pojavita v 2. do 4. tednu po 
izpostavitvi, je ena od metod za določanje incidenčnih okužb ob odsotnosti specifičnih 
protiteles. Doba do serokonverzije je kratka, zato se večkrat poslužujemo 
postserokonverznih metod, ki vključujejo preučevanje lastnosti protiteles (titer, avidnost) in 
genetske raznolikosti virusa, ki je pri incidenčnih okužbah praviloma nižja (Parekh in sod., 
2019). 
 
2.4 ZDRAVLJENJE OKUŽBE Z VIRUSOM HIV 
Odkritje življenjskega kroga, oziroma večstopenjske patogeneze virusa, je vodilo v razvoj 
zdravil, ki zavirajo ali upočasnijo pomnoževanje virusa HIV. Od odkritja do danes je v 
raziskavah protiretrovirusnih zdravil opazen drastičen napredek, kar spreminja okužbo z 
virusom HIV iz smrtonosne bolezni v obvladljivo kronično stanje. Poleg supresije virusa 
pod raven zaznave, cilji protiretrovirusnega zdravljenja vključujejo tudi izboljšanje 
imunskega sistema s povišanjem števila celic T CD4, podaljšanje in izboljšanje kvalitete 
življenja, znižanje s HIV povezane umrljivosti in zmanjšano možnost prenosa virusa. Ker 
protiretrovirusno zdravljenje virusa ne odstrani popolnoma, je za dosego ciljev potrebno 
strogo upoštevanje predpisanih receptov in kontinuirano jemanje zdravil (Pau in George, 
2014).  
 
Trajna remisija okužbe s HIV je bila opisana pri dveh primerih bolnikov po alogenski 
presaditvi kostnega mozga. Prvi primer je Timothy Brown, kateremu so, zaradi mieloične 
levkemije, presadili krvotvorne matične celice odvzete darovalcu s homozigotno mutacijo v 
HIV koreceptorju CCR5 (CCR5Δ32/Δ32), kar je pripomoglo k sočasni ozdravitvi bolnika z 
R5-tropnim virusom HIV (Gupta in sod., 2019). 
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V Londonu so leta 2016 pri HIV-pozitivnem bolniku s Hodgkinovim limfomom ponovno 
uporabili krvotvorne matične celice darovalca s homozigotno mutacijo v CCR5 za presaditev 
z manj toksičnim in agresivnim pristopom. Šestnajst mesecev po presaditvi bolniku ukinejo 
protiretrovirusno zdravljenje, remisija HIV-1 se je ohranila do danes (Gupta in sod., 2019). 
V običajnih primerih je tovrstno zdravljenje, zaradi številnih zapletov, visoke cene in težav 
pri iskanju primernega donorja, neustrezna in nerealna možnost ozdravitve virusa HIV 
(Poljak in sod., 2011). 
 
Prva skupina zdravil z dovoljenjem za uporabo pri zdravljenju virusa HIV so NRTI, ki za 
zdravljenje ostajajo ključnega pomena še danes. NRTI so znotrajcelično fosforilirani v 
njihovo aktivno metabolno nukleotidom podobno obliko, ki nato, z vgrajevanjem in 
posledično prekinitvijo nastajajoče verige DNA, zavira encimsko aktivnost RT. Leta 1987 
je bil odobren prvi NRTI, zidovudin, kmalu zatem tudi didanozin, zalcitabin, stavudin in 
lamivudin, ki so bili sprva predpisani kot enotirno zdravljenje in nato v kombinaciji dveh 
NRTI. Uporaba starejših NRTI je zaradi toksičnosti, večinoma povezane z vplivom na 
mitohondrijsko DNA in tkiva, omejena. Novejši NRTI, kot so abakavir, tenofovir, lamivudin 
in emtricitabin, so povezani z nižjo toksičnostjo in imajo manjšo možnost za interakcije z 
drugimi zdravili (Pau in George, 2014). 
 
NNRTI, za razliko od NRTI, za aktivacijo ne potrebujejo znotrajcelične fosforilacije. So 
nekompetitivni RTI, v encimu povzročijo strukturne spremembe in s tem vplivajo na 
njegovo aktivnost. NNRTI so uspešni pri zaviranju virusa, vendar njihovo uporabo 
omejujejo interakcije z drugimi zdravili, stranski učinki in večja verjetnost nastanka z 
odpornostjo povezanih mutacij (angl. drug resistance mutations, DRM). Med NNRTI 
spadajo efavirenz, etravirin, nevirapin in rilpivirin (Pau in George, 2014). 
 
PI na virus delujejo v pozni fazi življenjskega kroga virusa, saj z vezavo na PR onemogočijo 
njeno proteolitično aktivnost in posledično preprečijo tvorbo novih popolnih in kužnih 
virusov. Trenutno je odobrenih več različnih PI (ritonavir, sakvinavir, lopinavir, 
fosamprenavir, tipranavir, atazanavir, nelfinavir, darunavir in indinavir). Njihova prednost 
je visoka genetska bariera za razvoj odpornosti, kar pomeni, da je potrebno kopičenje več 
mutacij hkrati. Slabost PI so stranski učinki, ki vključujejo abnormalnosti v metabolizmu 
(Pau in George, 2014; EACS, 2011).  
 
Desetletje po uvedbi novejših zdravil, kot so PI in NNRTI, na trg stopi prvi integrazni 
zaviralec (angl. integrase strand transfer inhibitor, INSTI) s popolnoma novim mehanizmom 
delovanja, raltegravir. INSTI zavirajo delovanje encima INT, saj preprečijo katalizo 
kovalentnih vezi in s tem onemogočijo vgrajevanje virusne DNA v genom gostitelja. 
Trenutno so odobreni in tudi na slovenskem trgu dostopni štirje predstavniki skupine INSTI: 
raltegravir, elvitegravir, dolutegravir in bictegravir; slednja dva predstavljata drugo 
generacijo INSTI (Pau in George, 2014; EACS, 2018; Centralna baza zdravil, 2019). 
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Za razliko od prve generacije, ima druga generacija INSTI visoko genetsko bariero in s tem 
manjšo verjetnost za nastanek odpornosti. INSTI so se izkazali za učinkovita zdravila, saj 
hitro znižajo koncentracijo virusne RNA in nimajo večjih stranskih učinkov (Pau in George, 
2014; EACS, 2018; Centralna baza zdravil, 2019; Spagnuolo in sod., 2018). 
 
Maravirok je trenutno edini za splošno uporabo odobreni antagonist CCR5, ki se selektivno 
veže na koreceptor CCR5 v celični membrani in posledično onemogoči vezavo R5-tropnih 
virusov. Zdravilo ne učinkuje proti X4-tropnim in dualno-tropnim sevom, zato je pred 
njegovo uporabo potreben test tropizma virusa HIV. Zaradi visoke cene testiranja tropizma 
pred začetkom zdravljenja, možnosti interakcije z ostalimi zdravili in odmerjanja dvakrat 
dnevno, ostajajo antagonisti CCR5 redka izbira protiretrovirusnega zdravljenja (Pau in 
George, 2014). 
 
Zaviralec fuzije, enfuvirtid, vpliva na začetni proces vstopanja virusa v celico, saj z vezavo 
na gp41 onemogoči strukturne spremembe, ki bi bile potrebne za zlitje virusne in celične 
membrane. Zaradi edinstvenega načina delovanja enfuvirtid ne vpliva na ostala zdravila, 
vendar je večinoma v rabi pri posameznikih z večkratno odpornimi sevi (Pau in George, 
2014). 
 
Najnovejše evropske smernice za zdravljenje virusa HIV (angl. European AIDS Clinical 
Society, EACS) iz leta 2018, priporočajo protiretrovirusno zdravljenje, ki temelji na 
kombinaciji dveh različnih NRTI (abakavir/lamivudin ali tenofovir/emtricitabin) s tretjim 
ali četrtim zdravilom, večinoma NNRTI (efavirenz), PI (atazanavir, darunavir) ter INSTI 
(raltegravir, elvitegravir) (EACS, 2018).  
 
Učinkovitost protiretrovirusnega zdravljenja lahko ocenimo s pomočjo parametrov, kot so 
povišanje ravni celic CD4, znižanje virusnega bremena in izboljšanje kliničnih znakov 
bolezni. Metoda izbora je merjenje virusnega bremena, saj zanesljivo dokaže okužbo že v 
začetnih fazah, prav tako nudi informacijo o morebitnem neuspehu zdravljenja na račun 
odpornosti virusa. Določanje virusnega bremena HIV je v splošnem zapleten postopek, ki 
ga izvajajo boljši laboratoriji urbanih predelov, v težje dostopnih delih sveta je izvajanje 
omejeno. Danes se uporablja 12 večjih komercialnih testov, ki temeljijo na pomnoževanju 
nukleinskih kislin ali pomnoževanju signala v vzorcu s prisotno virusno RNA. Pred letom 
2015 je število celic CD4 pomembno vplivalo na začetek zdravljenja posameznikov in na 
spremljanje njihovega napredka. Danes začetek zdravljenja ni več odvisen od ravni celic 
CD4, vse posameznike z dokazano okužbo HIV zdravimo takoj. Prednostno zdravljenje 
posameznikov s številom CD4 ≤ 350 celic/mm3 se priporoča za manj razvite predele sveta, 
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Od leta 2016 dalje, po priporočilih Svetovne zdravstvene organizacije (angl. World Health 
Organization, WHO), ostaja merjenje virusnega bremena glavna metoda za ugotavljanje 
učinkovitosti protiretrovirusnega zdravljenja, ocena števila celic CD4 pa je priporočljiva ob 
diagnozi in vsakih naslednjih 6 mesecev, oziroma se izvaja redno na območjih, kjer merjenje 
virusnega bremena ni dostopno. Kljub temu, ostaja podatek o številu celic CD4 pomemben 
kazalec napredovanja bolezni. Določanje koncentracije celic običajno poteka s pretočno 
citometrijo, ki s pomočjo razprševanja svetlobe in laserskega vzbujanja vezanih 
fluorokromov omogoča kvantifikacijo ter analizo posameznih celic v vzorcu (Parekh in sod., 
2019). 
 
2.5 PREPREČEVANJE OKUŽBE Z VIRUSOM HIV 
Eden izmed prvih in tudi večjih dosežkov v preprečevanju prenosa virusa HIV je 
preprečevanje prenosa okužbe iz matere na otroka. Uspeh lahko pripišemo razvoju in vedno 
večji dostopnosti kombiniranega protiretrovirusnega zdravljenja. V razvitejših državah do 
prenosa iz matere na otroka praktično ne prihaja več, zaradi uvedbe zdravljenja pred oziroma 
med nosečnostjo. V svetovnem merilu bi bilo za preprečitev tovrstnega prenosa najprej 
potrebno postaviti diagnozo HIV pri > 95 % nosečih in doječih žensk, jim nato omogočiti 
zdravljenje in nadaljnje spremljanje okužbe (Ghosn in sod., 2018). 
 
Preprečevanje spolnega prenosa virusa HIV temelji na splošnih načelih varne spolnosti, 
vzdržnosti do spolnih odnosov in zvestobi rednemu partnerju (Poljak in sod., 2011). Za 
preprečevanje spolnega prenosa se poleg uporabe kondomov in obrezovanja moških, lahko 
uporablja preekspozicijska profilaksa (angl. pre-exposure prophylaxis, PrEP). PrEP je 
namenjena preprečevanju prenosa pri posameznikih z visokim tveganjem za okužbo in se 
priporoča moškim, ki imajo spolne odnose z moškimi (MSM), transspolnim in 
heteroseksualnim osebam, ki kondomov ne uporabljajo redno ter imajo spolne odnose z 
nerednimi ali z nezdravljenimi HIV-pozitivnimi osebami. Za PrEP je v uporabi kombinacija 
tenofovir/emtricitabin v obliki ene tablete pred in po visoko rizičnem spolnem odnosu. 
Tenofovir/emtricitabin se v kombinaciji z raltegravirjem, darunavirjem ali lopinavirjem 
uporablja tudi za postekspozicijsko profilakso, ki je namenjena preprečevanju okužbe s HIV 
do 72 ur po visoko tveganem spolnem odnosu oz. drugih oblikah tveganega vedenja (Ghosn 
in sod., 2018; EACS, 2018).  
 
Parenteralen prenos virusa HIV lahko deloma preprečimo s testiranjem krvodajalcev, ki je v 
Sloveniji od 6. 1. 1986 obvezno za vsako dozo darovane krvi. Težje rešljiv problem v svetu 
predstavlja prenos virusa HIV med injicirajočimi uživalci drog, ki ga preprečujemo z 
izobraževanjem o varnem uživanju prepovedanih drog, s programi zdravljenja odvisnosti ter 
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V zadnjih desetletjih poteka veliko raziskav na področju razvoja cepiv za preprečevanje 
okužb z virusom HIV. Trenutno je v različnih kliničnih fazah preizkušanja več kandidatnih 
cepiv, kjer novejši pristopi vključujejo rekombinantna vektorska cepiva ali se osredotočajo 
na odstranitev rezervoarja okužbe (Ghosn in sod., 2018). 
 
2.6 GENETSKA RAZNOLIKOST VIRUSA HIV 
Pomembni značilnosti virusa HIV sta izjemna genetska raznolikost virusa in hiter nastanek 
novih virusnih različic, kar vpliva na patogenezo, prenos, diagnostiko in klinični potek 
okužbe. Tako visoka genetska raznolikost je posledica delovanja encima RT, ki ne popravlja 
napak nastalih med vgrajevanjem novih nukleotidov (Simonetti in Kearney, 2015). 
Raziskave kažejo, da se na vsakih 1.700 vgrajenih nukleotidov vgradi napačen nukleotid, 
stopnja vgrajevanja napačnih nukleotidov je na določenih mestih v genomu še višja (1/70), 
kar kaže na izjemno površnost encima. V novo nastalem zaporedju DNA tako pride do 
mutacij, ki zajemajo substitucije, insercije in delecije prisotnih nukleotidov (Roberts in sod., 
1988). Encim RT je prisoten tudi pri nekaterih ostalih virusih, ki za razliko od virusa HIV 
izkazujejo večjo genetsko stabilnost. To pomeni, da k raznolikosti virusa HIV prispevajo 
tudi drugi dejavniki. Po prenosu virusa HIV iz okuženega posameznika v novega gostitelja, 
zaradi njegovega imunskega odziva, hitro prihaja do razvoja novih različic virusa. Protitelesa 
in celična imunost ustvarjajo selekcijski pritisk na virus, pod katerim prihaja do pobega 
virusnih mutant (Ndung'u in Weiss, 2012; Simonetti in Kearney, 2015). 
 
Virus se hitro pomnožuje in ima izjemno možnost rekombinacije, kar povečuje genetsko 
kompleksnost (Simonetti in Kearney, 2015). Enkapsidacija dveh različnih zaporedij 
genetskega materiala v obliki heterodimera omogoča rekombinacijo med procesom 
podvajanja, kar še poveča raznolikost viruse populacije (Harrison in sod., 1998). Ob 
rekombinaciji pride do nastanka novih oblik, ki imajo mozaični ali hibridni izvor iz več 
obstoječih podtipov in lahko predstavljajo nove krožeče rekombinantne oblike (angl. 
circulating recombinant strains, CRF) (Ndung'u in Weiss, 2012).  
 
Velik vpliv na raznolikost virusa HIV ter na razvoj z odpornostjo povezanih mutant ima 
uporaba protiretrovirusnih zdravil, ki ustvarja dodatno selekcijo virusov. Visoka frekvenca 
rekombinacije dopušča nastanek DRM na različnih lokusih genoma, kar lahko omejimo s 
kombiniranim zdravljenjem (Ndung'u in Weiss, 2012). 
 
2.7 ODPORNOST VIRUSA HIV PROTI PROTIRETROVIRUSNEMU ZDRAVLJENJU 
Odpornost proti protiretrovirusnem zdravljenju predstavlja velik problem in je glavni razlog 
za neuspešen izid zdravljenja. DRM so povezane z znižano učinkovitostjo 
protiretrovirusnega zdravljenja in večinoma nastajajo na mestu genoma, ki je tarča 
specifičnega zdravila (Günthard in sod., 2019).  
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Pridobljene DRM so selekcionirane med zdravljenjem in nastanejo zaradi nepopolno zavrte 
virusne replikacije, navkljub protiretrovirusnemu zdravljenju, običajno zaradi slabše 
adherence zdravljenega posameznika. TDR virusa HIV lahko določamo s prisotnostjo DRM, 
ki izvirajo iz HIV-pozitivnih posameznikov z odpornimi sevi virusa HIV, najdemo pa jih pri 
nezdravljenih osebah med katerimi se lahko širijo naprej (Günthard in sod., 2019). Nadzor 
nad prenosom TDR nudi ključno informacijo o uspehu programa zdravljenja in vpliva na 
spreminjanje priporočil. Za ocenitev pomembnosti različnih mutacij TDR obstaja več 
kriterijev; seznam WHO, posodobljen leta 2009, se v številu pomembnih nadzornih mutacij 
(angl. surveillance drug resistance mutation, SDRM) razlikuje od seznama IAS-USA (angl. 
International Antiviral Society-USA), ki je namenjen klinični uporabi. DRM lahko kot 
polimorfizmi nastanejo naravno v samem razvoju virusa in zato tovrstne mutacije niso 
kazalci TDR ter niso vključene v seznam WHO (Hofstra in sod., 2016).  
 
Podatki o odpornosti virusa HIV, ki so ključni za nadzor odpornosti, razvoj novih zdravil in 
obravnavo posameznikov okuženih z odpornimi sevi virusa, so zbrani v podatkovni bazi 
dostopni s pomočjo spletnega orodja na strani Univerze v Stanford-u (Stanford, Kalifornija, 
ZDA). Spletno orodje omogoča analizo želenega virusnega nukleotidnega zaporedja, 
katerega odpornost oceni s primerjavo z referenčnim zaporedjem in ugotovljene mutacije 
opredeli s pomočjo zbranih podatkov o občutljivosti in učinkovitosti protiretrovirusnega 
zdravljenja. Spletno orodje omogoča analizo stopnje odpornosti za 24 različnih zdravil; 8 iz 
skupine PI, 7 iz skupine NRTI, 5 iz skupine NNRTI in 4 iz skupine INSTI. V podatkovnem 
sistemu je vsaki DRM pripisana točkovna ocena njenega vpliva na odpornost in komentar, 
ki oceno utemelji in nudi dodatne informacije o mutaciji; skupna odpornost je nato 
izračunana iz seštevka posameznih točk vsake prisotne DRM. Glede na končno točkovno 
oceno, spletno orodje določi eno izmed petih stopenj odpornosti virusa: občutljivost 
(točkovna ocena pod 10; angl. susceptible), potencialno nizka stopnja odpornosti (točkovna 
ocena med 10 in 14; angl. potential low-level resistance), nizka stopnja odpornosti (točkovna 
ocena med 15 in 29; angl. low-level resistance), intermediarna stopnja odpornosti (točkovna 
ocena med 30 in 59; angl. intermediate resistance) ali visoka stopnja odpornosti (točkovna 
ocena nad 60; angl. high-level resistance). Poleg DRM, s pomočjo spletnega orodja 
pridobimo tudi informacijo o polimorfizmih, pomožnih ali drugih mutacijah in o morebitnih 
prisotnih SDRM (HIV Drug Resistance Database, 2019).  
 
Z odpornostjo proti NRTI lahko povežemo 16 aminokislinskih pozicij, ki se nahajajo na delu 
zapisa za RT. Pogosto pride do pojava mutacije M184V/I, ki je povezana z uporabo 
lamivudina, emtricitabina in abakavirja. Večkrat se pojavijo tudi mutacije povezane s 
timidinskimi analogi; M41L, D67N, K70R, L210W, T125Y/F in K219Q/E, kopičenje 
tovrstnih mutacij vodi v zmanjšano občutljivost na vse NRTI (Ibe in Sugiura, 2011; Wensing 
in sod., 2017). Poleg omenjene skupine večkratno odpornost proti NRTI povezujemo tudi z 
insercijskim kompleksom na mestu 69 in mutacijo Q151M, še posebno v kombinaciji z 
ostalimi mutacijami (Ibe in Sugiura, 2011).  
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Insercijska mutacija na mestu 69 je sestavljena iz inserta ene do treh aminokislin (AK). Zdi 
se, da je omenjena pozicija strukturno najmanj stabilna. Običajno se pojavlja v kombinaciji 
z ostalimi z NRTI-povezanimi mutacijami in omogoča navzkrižno odpornost proti vsem 
odobrenim NRTI. Mutacijo Q151M povezujemo z odpornostjo proti zidovudinu, 
didanozinu, zalcitabinu in stavudinu. Prevalenca ostalih z NRTI-povezanih mutacij je nizka 
(Ibe in Sugiura, 2011). 
 
Za odpornost proti NNRTI je značilnih 14 različnih AK pozicij, ki se nahajajo na vezavnem 
mestu encima RT. Najpogostejše mutacije so Y181C, G190A in K103N (Ibe in Sugiura, 
2011; Wensing in sod., 2017), ki je bila med leti 2001 in 2016 najpogosteje prisotna mutacija 
tudi v Sloveniji (Lunar in sod., 2018). Visoko prevalenco K103N lahko razložimo s štirimi 
predpostavkami; nevirapin in efavirenz sta bili pogosto uporabljeni zdravili, mutacija 
izkazuje visoko odpornost proti nevirapinu in efavirenzu, K103N nima velikega vpliva na 
genetski doprinos virusa in mutacija je združljiva tudi z ostalimi z NNRTI-povezanimi 
mutacijami. Mutaciji Y181C in G190A sta povezani z visoko odpornostjo proti nevirapinu 
vendar zmerno ali nizko odpornostjo proti efavirenzu (Ibe in Sugiura, 2011). 
 
Razvoj odpornosti proti PI večinoma temelji na AK substituciji v vezavnem mestu encima 
PR, kar povzroči nižjo afiniteto vezave zaviralca. Dodatne, sekundarne mutacije lahko 
nastanejo izven vezavnega mesta PR in tako ne vplivajo neposredno na samo vezavo 
substrata, vendar pripomorejo k proteolitični aktivnosti odpornega encima in povečajo 
virusno pomnoževanje. Do AK sprememb lahko pride tudi v cepilnem mestu virusnega Gag 
poliproteina ali v samem substratu (Kozísek in sod., 2008). Z odpornostjo proti PI lahko 
povežemo 36 mest AK v genu pol z zapisom za PR (Wensing in sod., 2017). 
 
Načela odpornosti proti INSTI so podobna mehanizmom odpornosti proti NRTI, NNRTI in 
PI: odpornost povzročajo primarne mutacije v kombinaciji s sekundarnimi, ki občutljivost 
dodatno znižajo ali popravijo negativne učinke primarnih mutacij na genetski doprinos 
virusa. Sicer nepopolna, navzkrižna odpornost je značilna za prvo generacijo INSTI, medtem 
ko druga generacija zdravil ohranja aktivnost v primeru prisotnih mutacij odpornih proti prvi 
generaciji zdravil. Odpornost proti dolutegravirju, elvitegravirju in raltegravirju lahko 
povežemo z dvanajstimi mesti AK v regiji z zapisom za INT; večina nastalih mutacij se 
nahaja na katalitičnem mestu encima, mutacije izven katalitičnega mesta so selekcionirane 
z uporabo dolutegravirja. Odpornost proti raltegravirju je največkrat povezana s 
spremembami na mestih Y143, Q148 in N155, s pozicijo Y143, ki je specifična za raltegravir 
in ni selekcionirana z uporabo drugih INSTI. Mesti Q148 in N155 sta za odpornost 
pomembni tudi pri elvitegravirju (Blanco in sod., 2011; Wensing in sod., 2017; Anstett in 
sod., 2017).  
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Z dolutegravirjem selekcionirane DRM se lahko pojavijo tudi izven zapisa za INT ter 
vplivajo na neuspešno zdravljenje z raltegravirjem, elvitegravirjem in dolutegravirjem 
(Malet in sod., 2017). 
 
Virusna odpornost proti zaviralcem fuzije lahko nastane s substitucijo znotraj zapisa za 
beljakovino Env. Glede na to, da je enfuvirtid edino odobreno zdravilo iz omenjene skupine, 
je večina informacij o odpornosti pridobljena na osnovi tega peptida. Do virusnega pobega 
pride razmeroma hitro, verjetno zaradi odsotnosti optimalne supresije pomnoževanja virusa. 
Z razvojem odpornosti proti zaviralcem fuzije lahko povežemo mutacije, ki nastanejo na 
sedmih različnih mestih genoma (Eggink in sod., 2010; Wensing in sod., 2017). 
 
Odpornost proti antagonistom CCR5 je pogosto povezana s porastom X4-tropnega seva v 
dualno-tropni populaciji, pri kateri je manjšinski delež X4-tropnega seva na začetku okužbe 
pod mejo zaznave. Pri sevih, ki ostanejo R5-tropni lahko pride do mutacij v gp120, kar 
omogoča vezavo virusa kljub prisotnim zaviralcem (Wensing in sod., 2017). 
 
2.7.1 Nadzor nad odpornostjo proti protiretrovirusnem zdravljenju 
Če programi zdravljenja niso izvedeni pravilno, lahko pride do hitrega pojava in širjenja 
odpornosti virusa HIV proti protiretrovirusnim zdravilom, kar predstavlja velik 
javnozdravstveni problem. Razširjanje odpornih sevov v populaciji ogroža uspešnost 
zdravljenja z omejevanjem izbire učinkovitih zdravil (Parekh in sod., 2019). Odpornost 
virusa HIV lahko dokazujemo s pomočjo fenotipskih ali genotipskih metod. Običajno je 
metoda izbora genotipska, saj je hitrejša in cenejša, fenotipski testi so tehnično zahtevnejši, 
dražji in zahtevajo specializirano laboratorijsko infrastrukturo (Günthard in sod., 2019). 
Fenotipski testi temeljijo na in vitro poskusih, ki vključujejo opazovanje dovzetnosti za 
protiretrovirusno zdravljenje pri virusih gojenih na celičnih linijah. Zaradi težavnosti in 
dolgotrajnosti so protokoli priporočeni za znane ali predvidene kompleksne mutacije in ob 
preizkušanju odpornosti proti novim zdravilnim učinkovinam (Parekh in sod., 2019). 
Genotipsko testiranje vključuje sekveniranje regije genoma HIV z zapisom za PR, INT in 
RT z nadaljnjo določitvijo mutacij (Parekh in sod., 2019). Sekveniranje ostalih delov ali 
celotnega genoma se običajno uporablja za raziskovalne namene. Sekveniranje gp120 lahko 
določi tropizem virusa in tako nudi informacijo o možnosti zdravljenja z antagonisti 
receptorja CCR5 (Günthard in sod., 2019). Genotipske metode lahko razdelimo v tri skupine: 
metode, ki temeljijo na populacijskem sekveniranju po Sangerju, globoko sekveniranje in 
alel specifični diskriminatorni testi (Parekh in sod., 2019). 
 
Sekveniranje po Sangerju je metoda izbora sekveniranja, dostopna tudi v obliki komercialnih 
testov. Temelji na tradicionalnem principu z vključevanjem zaključnih dideoksinukleotidov 
(ddNTP) med in vitro replikacijo nukleinske kisline (Parekh in sod., 2019).  
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Klasičen postopek pričnemo s pomnoževanjem nukleinske kisline in njeno denaturacijo s 
pomočjo povišanja temperature, sledi vezava specifičnih začetnih oligonukleotidov in 
deoksinukleotidov (dNTP). V vsako izmed štirih ločenih reakcij je dodan eden izmed 
ddNTP, ki ob vgraditvi s pomočjo polimeraze zaustavi podaljševanje verige, saj ne vsebuje 
za nadaljevanje potrebne 3' hidroksilne skupine. V vsaki reakcijski zmesi se tako ustvarjajo 
odseki različnih dolžin, ki po nanosu na poliakrilamidni gel in elektroforezi tvorijo zaporedje 
izvirne verige nukleinske kisline (Estrada-Rivadeneyra, 2017). Danes se za reakcijo običajno 
uporablja ddNTP označene s fluorescentnimi barvili, katerih oddana svetloba zajema 
različne valovne dolžine in zato štiri ločene reakcije niso več potrebne (Günthard in sod., 
2019).  
 
Globoko sekveniranje oziroma sekveniranje naslednje generacije je metoda, ki bi z razvojem 
komercialnih testov in cenovno ugodnostjo v prihodnjih letih lahko nadomestila 
sekveniranje po Sangerju. Princip metode temelji na pomnoževanju genov povezanih z 
odpornostjo s pomočjo specifičnih začetnih oligonukleotidov s sočasnim sekveniranjem teh 
odsekov preko sinteze. Zaradi večkratnega pomnoževanja istih odsekov genoma povečamo 
raven zaznave različic virusa, vendar uporaba tovrstnih postopkov zahteva napreden 
laboratorij z drago opremo in usposobljenimi delavci (Parekh in sod., 2019; Günthard in 
sod., 2019).  
 
Testi za zaznavanje točkovnih mutacij so običajno narejeni za dokazovanje v naprej 
določenih DRM. Tovrstni testi predstavljajo napredek, v primerjavi s konvencionalnimi testi 
sekveniranja, saj je njihova izvedba enostavna, rezultati so tudi lažje interpretirani. Alel 
specifično genotipiziranje temelji na zaznavi nukleotidnih zaporedij in polimorfizmov, ki jih 
lahko prepoznamo z uporabo specifičnih začetnih oligonukleotidov in sond (Zhang in sod., 
2013; Heissl in sod., 2017; Günthard in sod., 2019).  
  
V Evropi je od leta 2002 potekalo spremljanje prenosa SDRM v sklopu programa SPREAD. 
Najvišji delež TDR je bil odkrit v skupini NRTI (4,5 %) in NNRTI (2,9 %), sledila je skupina 
PI (2 %). Prisotnost mutacij v skupini INSTI v sklopu programa ni bila spremljana, vendar 
v splošnem velja, da je pojavnost mutacij TDR v tej skupini nizka. Mutacije TDR so z 
enakim trendom pojavnosti prisotne svetovno, prevalenca v razvitih državah je razmeroma 
stabilna, giba se med 6,6 % in 11 % (Günthard in sod., 2019). V Sloveniji je bila v obdobju 
od leta 2011 do leta 2016 skupna prevalenca SDRM nižja kot v obdobju pred tem (2005-
2010); prevalenci v skupini NNRTI in NRTI sta bili ocenjeni na 1,2 %, mutacije TDR v 
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2.8 EPIDEMIOLOGIJA VIRUSA HIV 
Preprečevanje okužb z virusom HIV in uporaba protiretrovirusnih zdravil sta od leta 2013, 
ko je bilo na novo okuženih 2,1 milijona ljudi, znižala incidenco za 14 % oziroma na 1,8 
milijona novih okužb v letu 2017. Agencija združenih narodov za HIV/AIDS (angl. The 
Joint United Nations Programme on HIV/AIDS, UNAIDS) do leta 2020 postavi cilj 90-90-
90, kar pomeni, da naj bi 90 % okuženih ljudi poznalo svoj status, 90 % oseb z diagnozo 
HIV prejemalo protiretrovirusna zdravila in 90 % zdravljenih doseglo nezaznavno virusno 
breme (Parekh in sod., 2019; WHO, 2018). K izjemnemu napredku pri dosegu ciljev 90-90-
90 je pripomogla izboljšana dostopnost kombiniranega protiretrovirusnega zdravljenja na 
svetovni ravni. V letu 2017 je svoj status okužbe poznalo 75 % okuženih, 79 % 
diagnosticiranih je prejemalo protiretrovirusna zdravila in 80 % zdravljenih je doseglo 
nezaznavno virusno breme (Ghosn in sod., 2018; UNAIDS, 2019). Pri dosegu cilja še vedno 
ostajajo velike ovire glede infrastrukture, financiranja, zdravstvenih zmožnosti in politike 
držav v razvoju (Parekh in sod., 2019). Zaskrbljujoče je tudi dejstvo, da v nekaterih državah 
Vzhodne Evrope in Centralne Azije, kljub svetovnemu trendu zmanjševanja, število novih 
okužb narašča (60 % povečanje med letoma 1990 in 2016) (Ghosn in sod., 2018). WHO 
predvideva, da je število okuženih ljudi do konca leta 2017 doseglo 36,9 milijonov, kar 69,6 
% okužb (25,7 milijonov) lahko pripišemo okužbam v Subsaharski Afriki (WHO, 2018).  
 
Skupine z največjim tveganjem za okužbo so odvisne od lokalnega epidemiološkega stanja 
virusa HIV in regijskih značilnosti. Tako so v Vzhodni in Južni Afriki, območju z visoko 
prevalenco okužbe z virusom HIV, najbolj ogrožene mlade ženske. Nasprotno, v okoljih z 
nižjo prevalenco so skupine z največjim tveganjem za okužbo predvsem MSM, 
transseksualci, spolni delavci in injicirajoči uporabniki prepovedanih drog (Ghosn in sod., 
2018).  
 
Podtip C je odgovoren za skoraj polovico svetovnih okužb (48 %), sledijo podtip A (12 %) 
in B (11 %), CRF01_AG (8 %), CRF01_AE (5 %), podtip G (5 %) in podtip D (2 %). Podtipi 
F, H, J in K skupaj povzročajo manj kot 1 % okužb. Ostale CRF in unikatne rekombinantne 
oblike virusa HIV k svetovnim okužbam prispevajo 4 % (Hemelaar in sod., 2011). Program 
SPREAD je do leta 2007 v Evropi prikazal naslednjo razporeditev podtipov; podtip B (70,2 
%), sledi podtip C (5,0 %), CRF01_AG (4,9 %), G (4,8 %) in A (3,6 %). Podtip B je 
prevladoval v večini zahodnih in centralnih evropskih držav, medtem ko je bil za Vzhodno 
Evropo značilen podtip A. V zadnjih letih se je molekularna epidemiologija virusa HIV v 
Evropi bistveno spremenila, saj so na račun migracij podtipi ne-B in CRF vedno pogostejši. 
Njihov porast je opazen predvsem v Srednji in Zahodni Evropi, kjer še vedno prevladuje 
podtip B, vendar je kompleksnost podtipov pomembno višja (Beloukas in sod., 2016). 
Raziskave v Sloveniji v obdobju od leta 2011 do leta 2016 kažejo večinsko prisotnost 
podtipa B (82,7 %), sledi podtip A (8,3 %), podtip C (2,4 %) in CRF01_AE (1,8 %) (Lunar 
in sod., 2018). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
V Laboratoriju za diagnostiko hepatitisov in aidsa, Inštituta za mikrobiologijo in 
imunologijo, Medicinske fakultete, Univerze v Ljubljani, se izvaja referenčna dejavnost pri 
diagnostiki virusa HIV. V sklopu raziskave SPREAD že od leta 2004 dalje zbirajo 
nukleotidna zaporedja virusa HIV novoodkritih oseb za določanje stopnje TDR, kar 
predstavlja pomembne nadzorne podatke. Vzorci, ki smo jih v raziskavi uporabili, so bili za 
namene raziskave zbrani v letih 2017 in 2018 ter do nadaljnje obravnave shranjeni na -70 
°C. Zaradi varovanja osebnih podatkov so bila imena vseh novoodkritih oseb anonimizirana.  
 
V Laboratoriju za diagnostiko hepatitisov in aidsa je bilo v letu 2017 prepoznanih 43 in v 
letu 2018 45 oseb s prvič postavljeno diagnozo okužbe s HIV v Sloveniji. Skupno je bilo od 
tega približno 15 % oseb, pri katerih je bila diagnoza že prepoznana v tujini in velika večina 
slednjih je že prejemala protiretrovirusna zdravila, zato jih v raziskavo spremljanja TDR 
nismo vključili. Tako je bilo v raziskavo vključenih 57 vzorcev plazme, ki so bili odvzeti 
nezdravljenim novoodkritim HIV-pozitivnim osebam z viremijo > 1.000 kopij HIV 
RNA/mL. Vzorci krvne plazme so bili pridobljeni v letih 2017 (26 vzorcev) in 2018 (31 
vzorcev). Vseh 57 vzorcev je bilo vključenih v analizo za določanje odpornosti virusa HIV 
proti zdravilom iz skupin NRTI, NNRTI in PI. Dodatno smo v raziskavo vključili tudi vse 
vzorce iz leta 2018 za določanje odpornosti proti INSTI. Laboratorijsko delo je potekalo ob 
doslednem upoštevanju aseptičnih tehnik, shema poteka dela je predstavljena na sliki 5. 
 
 
Slika 5: Shema poteka dela. 
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3.1 OSAMITEV VIRUSNE RNA 
Osamitev virusne RNA iz vzorcev plazme je potekala s pomočjo naprave MagNA Pure 
Compact Instrument (Roche Diagnostics, Mannheim, Nemčija), ki omogoča hitro 
avtomatizirano osamitev nukleinskih kislin iz manjšega števila vzorcev. Osamitev temelji 
na tehnologiji magnetnih kroglic, protokol osamitve se razlikuje od aplikacije in vrste 
vzorca. V vstavljenem vzorcu najprej pride do lize celic in razpada beljakovin s pomočjo 
pufra za lizo in proteinaze K. Nukleinska kislina, ki se pri tem sprosti, se v naslednjem 
koraku veže na magnetne steklene kroglice, iz katerih se preko več korakov spiranja odstrani 
odvečni celični material. V zadnjem koraku pride do ločitve kroglic in nukleinskih kislin, 
katerih elucija poteče pri visokih temperaturah (Roche Diagnostics, 2018). V našem primeru 
smo po protokolu »Total NA plasma 100-400« iz začetnega volumna 400 µL (oziroma 200 
µL v primeru, ko je vzorca primanjkovalo) pridobili 50 µL čistega eluata celokupne 
nukleinske kisline. 
 
3.2 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO 
3.2.1 Osnovni PCR z reverzno transkripcijo 
Iz osamljene virusne RNA smo s pomočjo reverzne transkripcije in PCR v skupni reakcijski 
mešanici najprej pridobili matrico DNA, ki je bila nato pomnožena s pomočjo PCR. Za 
pomnoževanje odseka gena pol smo uporabili začetna oligonukleotida JA269 in JA272, kot 
opisano v predhodnih raziskavah (Murillo in sod., 2010); s tem smo pridobili pomnožen 
odsek DNA z zapisom za virusno PR in RT v velikosti 1.323 bp. V amplifikacijsko mešanico 
smo v določenih koncentracijah poleg oligonukleotidnih začetnikov dodali tudi vodo, encim 
polimerazo SuperScript III RT/Platinum Taq High Fidelity (Invitrogen, Carlsbad, 
Kalifornija), reakcijsko mešanico in predhodno osamljeno virusno RNA (Preglednica 1).  
 
Preglednica 1: Amplifikacijska mešanica za osnovni PCR z reverzno transkripcijo. 
Reagenti Količina (µL) 
2X reakcijska mešanica 12,5 
začetni oligonukleotid JA269 (50 µM) 0,1 
začetni oligonukleotid JA272 (50 µM) 0,1 
mešanica encima SuperScript III RT/ Platinum Taq High Fidelity 0,5 
voda 6,8 
volumen amplifikacijske mešanice 20 
osamljena RNA 5 
končni volumen reakcije 25 
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Pomnoževanje smo izvedli v napravi SimpliAmp Thermal Cycler (Applied Biosystems, 
Foster City, Kalifornija) s temperaturnim programom opisanim v preglednici 2. Pomnožene 
pridelke PCR smo do nadaljnje uporabe shranili na 4 °C. 
 
Preglednica 2: Program temperaturnih ciklov za PCR za pomnoževanje 1.323 bp dolgega odseka DNA z 
zapisom za proteazo in reverzno transkriptazo. 
Temperatura Čas trajanja Število ponovitev Stopnja 
52 °C 30 min 1 aktivacija 
94 °C 2 min 1 denaturacija 
94 °C 20 s 
50 pomnoževanje 50 °C 30 s 
68 °C 2 min 
68 °C 5 min 1 podaljševanje 
8 °C - 1 hlajenje 
 
Dodatno smo po istem postopku z osnovnim PCR z reverzno transkripcijo preverili tudi 
odsek INT regije pol. Amplifikacijska mešanica za PCR ostaja enaka (Preglednica 1), 
uporabili smo začetne oligonukleotide HIV-1-INT-O-F in HIV-1-INT-O-R priporočene s 
strani dr. Rogerja Paredesa (IrsiCaixa AIDS Research Institute, Badalona, Katalonija, 
Španija). Za pomnoževanje smo ponovno izbrali enak temperaturni program (Preglednica 
2), spremenjena je bila samo temperatura naleganja začetnih oligonukleotidov v drugi 
stopnji pomnoževalnega procesa (tokrat je bila temperatura 56 °C).  
 
3.2.2 Vgnezden sistem PCR 
Po potrebi smo uporabili vgnezdeno modifikacijo PCR, s pomočjo katere smo se izognili 
nespecifični vezavi začetnih oligonukleotidov ter s tem pomnoževanju neželenih odsekov in 
pridobili pridelke PCR pri vzorcih, ki so bili na osnovnem PCR negativni. Za reakcijo 
pomnoževanja odseka za PR/RT smo v predpisanih koncentracijah uporabili dva začetna 
oligonukleotida JA270 in JA271 (Murillo in sod., 2010), pufer, MgCl2, vodo, encim 
polimerazo Amplitaq Gold DNA (Applied Biosystems), mešanico dNTP in pomnožke 
osnovnega PCR z reverzno transkripcijo (Preglednica 3). 
 
Vgnezden PCR smo izvedli v napravi Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) s 
temperaturnim programom opisanim v preglednici 4, pomnožene pridelke smo do nadaljnje 
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Preglednica 3: Amplifikacijska mešanica za vgnezden sistem PCR. 
Reagenti Količina (µL) 
mešanica dNTP (10 mM) 0,5 
začetni oligonukleotid JA270 (50 µM) 0,15 
začetni oligonukleotid JA271 (50 µM) 0,15 
10x pufer PCR 2,5 
voda 17,05 
encim Amplitaq Gold DNA polymerase (5 U/µL) 0,15 
MgCl2 (25 mM) 2,5 
volumen amplifikacijske mešanice 23 
DNA 2* 
končni volumen reakcije 25 
 
* Količina dodane DNA pridobljene iz osnovnega PCR z reverzno transkriptazo se glede na njeno 
koncentracijo razlikuje. V primeru nizke koncentracije je dodan volumen DNA enak 2 µL, v primeru višjih 
koncentracij smo pridelke PCR mešali z vodo do volumna 2 µL. 
 
 
V primeru vgnezdenega PCR za odsek INT smo uporabili začetna oligonukleotida HIV-1-
INT-N-F in HIV-1-INT-N-R, priporočena s strani dr. Rogerja Paredesa. Amplifikacijska 
mešanica in uporabljen temperaturni program ostajata enaka kot opisano za PR/RT, z razliko 
v temperaturi naleganja začetnih oligonukleotidov (tokrat je bila temperatura 56 °C). 
 
 
Preglednica 4: Program temperaturnih ciklov za vgnezden sistem PCR za pomnoževanje 1.086 bp dolgega 
odseka za proteazo in reverzno transkriptazo. 
Temperatura Čas trajanja Število ponovitev Stopnja 
93 °C 12 min 1 začetna denaturacija 
93 °C 20 s 
50 
denaturacija 
59 °C 45 s naleganje začetnih oligonukleotidov 
66 °C 3 min podaljševanje verige 
72 °C 10 min 1 končno podaljševanje verige 
8 °C - 1 hlajenje 
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3.2.3 Agarozna gelska elektroforeza 
Za preverjanje pomnožkov osnovnega PCR in vgnezdene modifikacije PCR smo pomnožene 
pridelke nanesli na 1,2 % agarozni gel. Gel smo pripravili iz 0,6 g agaroze (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, Missouri) in 50 mL 1X pufra TAE (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA, Elchrom 
Scientific, Cham, Švica) in raztopljeni mešanici dodali še 2 µL barvila GelRed (Biotium, 
Fremont, Kalifornija).  
 
Za oceno velikosti pridobljenih pomnožkov smo na gel nanesli 2 µL High DNA Mass Ladder 
(Invitrogen), ki v lestvici po 1.000 bp označuje velikost in koncentracijo delcev na gelu. V 
vsako naslednjo jamico smo nanesli po 5 µL vzorca zmešanega s 5 µL nanašalnega pufra. 
 
Elektroforeza je potekala 30 minut na sobni temperaturi in napetosti 120 V z napravo EPS 
150/2000 (Elchrom Scientific). Po končani elektroforezi smo gel fotografirali s sistemom 
BIS 303 PC (DNR Bio-Imaging Systems, Neve Yamin, Izrael). Gel smo analizirali glede na 
molekularno lestvico, za odsek PR/RT smo pričakovali pomnožke velikosti 1.323 bp v 
primeru osnovnega PCR in pridelke velikosti 1.086 bp v primeru vgnezdenega sistema PCR 
(Slika 6). Za odsek INT smo pri osnovnem PCR pričakovali pomnožke v velikosti 1.673 bp 





Slika 6: Fotografija elektroforeznega gela s pomnožki osnovnega PCR z reverzno transkripcijo (2-9) in 
vgnezdenega sistema PCR (10-13) za odsek proteaze in reverzne transkriptaze regije pol. V koloni s številko 1 
se nahaja molekularna lestvica, v kolonah 2-4 in 7-9 so vidni pomnožki v okolici dolžine 1.000 bp (1.323 bp). 
V koloni 5 in 6 pridelka ne opazimo, kar pomeni, da sta vzorca primerna za vgnezdeni PCR. V kolonah od 10-
13 so vidni nekoliko krajši pomnožki vgnezdenega PCR (1.086 bp). 
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3.2.4 Čiščenje pomnožkov PCR 
Čiščenje pomnožkov PCR izvajamo zato, da odstranimo proste začetne oligonukleotide in 
razgradimo prebitek nukleotidov. Tako očiščen pridelek PCR je nato primeren za sekvenčno 
reakcijo (Protocol, 2012). Za čiščenje smo uporabili eksonukleazo Exo I (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, Massachusetts) in fosfatazo FastAP Thermosensitive Alkaline 
Phosphatase (Thermo Fisher Scientific). Reakcijo za čiščenje smo pripravili iz 10 µL 
pridelka PCR, 1 µL eksonukleaze I in 2 µL fosfataze. Reakcija je potekla v napravi Veriti 
Thermal Cycler (Applied Biosystems) po programu čiščenja, ki je prikazan v preglednici 5. 
Očiščene pridelke smo do nadaljnje uporabe shranili na -20 °C. 
 
Preglednica 5: Temperaturni program čiščenja pomnožkov PCR. 
Temperatura Čas trajanja Število ponovitev Stopnja 
37 °C 15 min 1 encimska aktivacija 
85 °C 15 min 1 encimska inaktivacija 
4 °C - 1 hlajenje 
 
 
3.3 SEKVENČNA REAKCIJA 
Za izvedbo sekvenčne reakcije smo uporabili kemikalije iz komercialno dostopnega 
kompleta Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems), ki vsebuje 
sekvenčni pufer 5X BigDye Terminator v3.1 in reakcijsko mešanico BigDye Terminator 
v3.1. Poleg reakcijske mešanice in sekvenčnega pufra smo v sekvenčno mešanico dodali 
tudi vodo, očiščene pomnožke PCR in začetni oligonukleotid v predpisanih koncentracijah 
(Preglednica 6).  
 
Za vsak pridelek PCR smo zaradi boljše pokritosti preučevanega zaporedja pripravili štiri 
različne sekvenčne reakcije; od tega sta dve ločeni reakciji temeljili na smernem začetnem 
oligonukleotidu (JA273 in JA311 ali JA274 ter INT-NF in INT-F3) in dve ločeni reakciji na 
protismernem začetnem oligonukleotidu (JA276 in JA305 ali JA275 ter INT-NR in INT-
R3). Za zaporedja začetnih oligonukleotidov za odsek PR/RT smo uporabili obstoječo 
literaturo (Murillo in sod., 2010), zaporedja začetnih oligonukleotidov za odsek INT smo 
pridobili neposredno od dr. Rogerja Paredesa. Sekvenčne reakcije smo izvedli z napravo 
Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) po temperaturnem programu, ki je opisan v 
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Preglednica 6: Vsebina posamezne sekvenčne reakcijske mešanice. 
Kemikalije Volumen reakcije za 1 vzorec (µL) 
začetni oligonukleotidi 0,6 
sekvenčni pufer 5X BigDye Terminator v3.1  2 
reakcijska mešanica BigDye Terminator v3.1 0,5 
očiščen pridelek PCR 0,5-2,5* 
voda 6,4-4,4* 
skupni volumen reakcije 10 
 
* Dodan volumen se razlikuje glede na koncentracijo očiščenega pomnožka PCR, skupen volumen dodanega 
pridelka PCR in vode je 6,9 µL. 
 
 
Preglednica 7: Temperaturni program sekvenčne reakcije. 
Temperatura Čas trajanja Število ponovitev Stopnja 
96 °C 1 min 1 začetna denaturacija 
96 °C 10 s 
15 
denaturacija 
50 °C 5 s naleganje začetnih oligonukleotidov 
60 °C 1 min 15 s podaljševanje verige 
96 °C 10 s 
5 
denaturacija 
50 °C 5 s naleganje začetnih oligonukleotidov 
60 °C 1 min 30 s podaljševanje verige 
96 °C 10 s 
5 
denaturacija 
50 °C 5 s naleganje začetnih oligonukleotidov 
60 °C 2 min podaljševanje verige 
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3.3.1 Čiščenje sekvenčne reakcije 
Za čiščenje sekvenčne reakcije smo uporabili komercialno dostopen komplet DyeEx 2.0 
Spin Kit (Qiagen, Hilden, Nemčija). Princip kompleta temelji na odstranjevanju odvečnih 
ddNTP iz sekvenčne reakcije s pomočjo gelske filtracije. Celoten volumen sekvenčne 
reakcije smo nanesli na predhodno hidriran gel-filtracijski material, po kratkem koraku 
centrifugiranja so se prosti ddNTP zadržali v matriksu gela (DyeEx 2.0 Spin Kit, 2019). Pred 
nanosom na kapilarni sekvenator smo k filtratu dodali 20 µL formamida. 
 
3.3.2 Avtomatsko določanje nukleotidnega zaporedja virusa HIV 
Očiščeni pridelki sekvenčne reakcije v formamidu so pripravljeni za avtomatsko določanje 
nukleotidnega zaporedja, ki smo ga izvedli na sistemu 3500 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems). Tehnologija sekveniranja temelji na kapilarni elektroforezi; pridelki sekvenčne 
reakcije zaradi elektrokinetične sile, ki nastane ob dovajanju visoke napetosti, in njihovega 
negativnega naboja vstopijo v kapilaro, kjer so ločeni glede na njihovo velikost. Preden po 
velikosti ločeni fluorescentno označeni odseki DNA dosežejo pozitivno elektrodo jih 
preseže laserski žarek, ki povzroči emisijo fluorescentnih oznak. Oddano fluorescenco zazna 
optični detektor, nato je fluorescentni signal pretvorjen v digitalno informacijo, ki smo jo 
lahko analizirali v obliki kromatograma (DNA Sequencing by Capillary Electrophoresis, 
2016). 
 
3.4 ANALIZA PODATKOV 
Dobljena nukleotidna zaporedja smo preverili in poravnali s programskim orodjem Vector 
NTI, verzija 11.5.4 (Invitrogen) in tako pridobili nukleotidna zaporedja dolžine približno 
1.000 bp. S pomočjo spletnega orodja na strani Univerze v Stanford-u (Liu in Shafer, 2006) 
smo znotraj pridobljenih nukleotidnih zaporedij posameznega vzorca iskali DRM virusa 
HIV proti protiretrovirusnim zdravilom iz skupin PI, NNRTI, NRTI in INSTI. Spletno 
orodje omogoča prepoznavo DRM in oceno odpornosti preučevanega virusa; za pomembne 
rezultate smo upoštevali oceno odpornosti nad 15 točk, oziroma viruse z najmanj nizko 
stopnjo odpornosti. Morebitne DRM smo nato preverili še s pomočjo seznama WHO, ki 
vsebuje najpogostejše klinično pomembne znane SDRM, in s tem določili mutacije 
povezane s TDR (Bennett in sod., 2009). Podtipe virusa HIV pridobljenih zaporedij smo 
določili s pomočjo uporabe spletnih orodij Rega HIV-1 Subtyping Tool Version 3.0 (Pineda-
Peña in sod., 2013), Comet HIV-1 (Struck in sod., 2014), jpHMM-HIV (Schultz in sod., 
2012) in SCUEAL (Delport in sod., 2010).  
 
Filogenetsko analizo smo izvedli v dveh delih, za zaporedja z določenim podtipom B in 
ostala zaporedja podtipov ne-B. V filogenetsko analizo smo vključili zaporedja naših 
vzorcev s podobnimi zaporedji iz baze podatkov BLAST (Altschul in sod., 1990) ter 
slovenskimi nukleotidnimi zaporedji, ki so bila pridobljena v predhodnih raziskavah.  
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Po odstranitvi duplikatnih zaporedij smo izvedli poravnavo zaporedij s pomočjo orodja 
Clustal W, dostopnega znotraj paketa Bioedit, verzija 7.2.5 (Hall, 1999). Filogenetsko 
analizo smo izvedli s pomočjo spletnega orodja PhyML (Guindon in sod., 2010), kjer smo 
podatke analizirali z metodo največjega verjetja (angl. maximum likelihood). Najustreznejši 
model nukleotidne zamenjave je bil določen glede na integriran test v sklopu PhyML, zanj 
smo izbrali kriterij AIC (angl. Akaike Information Criterion). Pridobljeno filogenetsko drevo 
smo vizualizirali in ustrezno oblikovali s pomočjo orodja FigTree v1.4.4 (Rambaut, 2018). 
S kriterijem kvalitete filogenetskih dreves, aLRT (angl. approximate likelihood-ratio test) > 
0.9, smo ocenili pridobljene filogenetske skupine, kadar so vsebovale vsaj tri seve. S tem 
smo pridobili razmeroma zanesljivo informacijo o obstoju različnih filogenetskih skupin in 
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V raziskavo določanja odpornosti virusa HIV proti zdravilom iz skupin NRTI, NNRTI in PI 
smo vključili 57 vzorcev plazme odvzetih nezdravljenim novoodkritim HIV-pozitivnim 
osebam, ki so bile prepoznane v letu 2017 in 2018 in so imele viremijo > 1.000 kopij HIV 
RNA/mL. Pri vseh vzorcih smo uspešno pomnožili RNA in določili nukleotidno zaporedje 
približno 1.000 bp dolgega odseka regije PR/RT znotraj gena pol. Dodatno smo v raziskavo 
vključili tudi vse vzorce iz leta 2018 za določanje odpornosti proti INSTI; od predvidenih 
31 vzorcev smo uspešno pomnožili in sekvenirali odsek z zapisom za virusno INT pri 25 
vzorcih. 
 
4.1 ZNAČILNOSTI RAZISKOVANE POPULACIJE 
Med 57 vključenimi HIV-pozitivnimi osebami je bilo 54 moških (94,7 %) in tri ženske (5,3 
%). Njihova povprečna starost (± standardna deviacija, SD) ob diagnozi je bila 43,9 ± 14,1 
let z viremijo 5,0 ± 0,9 log kopij HIV RNA/mL. Povprečno število celic CD4 je bilo 331,9 
± 250,8 celic/mm3, od tega je imelo 20 (35,1 %) oseb število celic CD4 pod 200 celic/mm3, 
torej so bili diagnosticirani v obdobju aidsa.  
 
Podtip B virusa HIV smo dokazali pri 49 HIV-pozitivnih posameznikih (86 %), podtip A pri 
treh (5,3 %), rekombinantno obliko CRF24_BG smo določili pri dveh osebah (3,5 %), pri 





Slika 7: Grafični prikaz prevalence različnih podtipov virusa HIV v Sloveniji v letih 2017 in 2018. 
Podtip B Podtip A CRF24_BG Podtip C Rekombinanta C in B CRF55_01B
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4.2 PREVALENCA DRM 
V regiji PR/RT gena pol smo izmed vseh preučevanih vzorcev v odseku RT odkrili eno 
SDRM (1,8 %), SDRM povezane z odpornostjo proti PI niso bile prisotne. Prevalenca TDR 
iz skupine NRTI tako znaša 1,8 %, prevalenci TDR iz skupin NNRTI in PI sta 0 %. Edina 
prisotna SDRM je bila RT K219Q, odkrili smo jo pri osebi moškega spola v starosti med 40 
in 50 let, diagnosticiranem v letu 2018 z virusom HIV podtipa B. Glede na število celic CD4 
(< 200 celic/mm3), starost in prisotnost mešanih nukleotidov, sklepamo, da je bil bolnik 
diagnosticiran v zadnji fazi bolezni. Ob tem smo pri vzorcu podtipa B iz leta 2017 v odseku 
PR zasledili 2 AK dolgo insercijo (E35E_TN). Odkrili smo jo pri osebi moškega spola, 
MSM, v starosti nad 50 let, do okužbe naj bi prišlo na območju Slovenije.  
 
Med preučevanimi vzorci smo v odseku gena za PR/RT odkrili tudi ostale DRM, ki so v 
večji meri polimorfizmi. Ostale DRM, vključujoč insercijo, smo v regiji PR/RT dokazali pri 
50,9 % preučevanih vzorcev (29/57). Ob izključitvi polimorfizmov in omenjene insercije, 
smo v odseku gena za PR/RT našli sedem različnih DRM, ki ne spadajo med SDRM, 
pojavijo se pri desetih osebah: pri obeh rekombinantah CRF24_BG smo našli mutacijo PR 
Q58E, pomožno mutacijo PR A71I/L smo dokazali pri vzorcu podtipa B, pri vzorcu podtipa 
B smo v treh primerih določili še mutacijo PR V11I in v enem primeru PR L33F. Pri vzorcu 
podtipa A smo odkrili mutacijo RT V106I, mutacijo RT E138EG smo dokazali pri vzorcu 
podtipa C in pri vzorcu podtipa CRF55_01B smo odkrili mutacijo RT V179E. Poleg odseka 
PR/RT gena pol smo dodatno določali DRM tudi na odseku z zapisom za INT. Pomembnih 
DRM v regiji INT nismo odkrili, polimorfizme smo našli pri 32 % (8/25) preučevanih 
vzorcev (Slika 8).  
 
4.3 PREVALENCA ODPORNOSTI PROTI ZDRAVILOM 
Ob upoštevanju izključno analize odkritih mutacij s pomočjo orodja Univerze v Stanford-u, 
smo ugotovili sedem oseb z odkrito mutacijo povezano z zmanjšano odpornostjo virusa proti 
protiretrovirusnemu zdravljenju (točkovna ocena odpornosti nad 15). V vseh sedmih 
primerih gre sicer za virus z nizko stopnjo odpornosti proti zdravilom, kar še vedno lahko 
vpliva na izid zdravljenja. Nizko odpornost smo v letu 2017 določili pri dveh osebah; odkrili 
smo mutaciji RT E138EG in RT E138A, ki sta odgovorni za zmanjšano občutljivost na 
NNRTI. V letu 2018 smo virus z nizko stopnjo odpornosti dokazali pri petih posameznikih; 
pri dveh osebah z mutacijo PR Q58E z nizko odpornostjo proti PI, pri osebi z mutacijo RT 
V106I z nizko odpornostjo proti NNRTI, in pri dveh osebah s polimorfno mutacijo RT 
E138A (Preglednica 8). SDRM RT K219Q, ki smo jo v raziskavi odkrili, je odgovorna za 
potencialno nizko odpornost proti NRTI, zato po interpretaciji Stanford nima večjega 
pomena (točkovna ocena odpornosti med 10 in 14). Mutacije, ki bi po Stanford merilih 
kazale na nizko odpornost virusa proti INSTI, niso bile prisotne (Liu in Shafer, 2006). 
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Slika 8: Grafični prikaz deleža odkritih z odpornostjo povezanih mutacij v preučevani populaciji. Rdeča barva 
prikazuje skupno prevalenco nadzornih z odpornostjo povezanih mutacij, ki je enaka deležu mutacije RT 
K219Q. S svetlo modro barvo so označeni odkriti polimorfizmi in z rumeno barvo odkrite ne-polimorfne in 
druge z odpornostjo povezane mutacije. Odkrita je bila tudi insercija, katere delež je shematsko prikazan s 
temnejšo modro barvo. 
 
Preglednica 8: Opis mutacij v regiji z zapisom za proteazo in reverzno transkriptazo, ki po Stanford merilih 
prispevajo k nizki odpornosti virusa proti zdravilom (Liu in Shafer, 2006). 
Mutacija Opis 





Ne-polimorfna s PI selekcionirana mutacija 
povezana z znižano občutljivostjo na tipranavir in 
potencialno na ostale PI. 
3,5 % PI 
RT V1061 
Pojavi se pri 1–2 % nezdravljenih oseb, v 
kombinaciji z ostalimi mutacijami prispeva k 
znižani občutljivosti na NNRTI. Verjetno prispeva k 
nizki odpornosti proti doravirinu, posebno v 
kombinaciji z ostalimi z NNRTI-povezanimi DRM. 
1,8 % NNRTI 
RT 
E138Q/G 
Ne-polimorfna mutacija, pogosto selekcionirana pri 
osebah, ki prejemajo etravirin in rilpivirin in 
občasno pri osebah, ki prejemajo nevirapin in 
efavirenz. Običajno je povezana z nizko odpornostjo 
proti nevirapinu, rilpivirinu in etravirinu. 
1,8 % NNRTI 
RT E138A 
Pogosta polimorfna mutacija šibko selekcionirana 
pri osebah, ki prejemajo etravirin in rilpivirin. 
5,3 % NNRTI 
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4.4 FILOGENETSKA ANALIZA 
Filogenetsko analizo smo izvedli v dveh delih na podlagi pridobljenih zaporedij regije 
PR/RT; posebej za zaporedja z določenim podtipom B (49 nukleotidnih zaporedij) in za 
zaporedja podtipov ne-B (8 nukleotidinih zaporedij). Po odstranitvi duplikatnih zaporedij iz 
poravnave preučevanih zaporedij, slovenskih zaporedij iz predhodnih raziskav in podobnih 
zaporedij iz podatkovne baze, smo za filogenetsko analizo pridobili 716 nukleotidnih 
zaporedij podtipa B in 186 nukleotidnih zaporedij potipov ne-B. 
 
4.4.1 Filogenetska analiza vzorcev podtipa B 
V filogenetski analizi vzorcev podtipa B smo določili 22 filogenetskih skupin (aLRT > 0.9), 
ki se pojavljajo v Sloveniji (Slika 9). V obstoječe slovenske filogenetske skupine se je 
razporedilo 36 na novo odkritih oseb preiskovanega obdobja 2017-2018 (73,5 %), preostalih 
13 sevov (26,5 %) je bilo razpršenih med ostalimi zaporedji. Preučevane seve smo našli v 
slovenskih filogenetskih skupinah 2, 4, 6-8, 10, 12, 14-19, 21 in 22. V filogenetski skupini 
2 smo, poleg 59 sevov iz Slovenije, opazili tudi tri seve iz Črne gore, v skupini 3 sta se štirim 
slovenskim sevom pridružila tudi seva iz ZDA in Kitajske, ter skupini 17 dva seva iz Belgije. 
V filogenetskih skupinah 1, 5, 9, 11, 12 in 20 so se nahajali izključno slovenski sevi 
diagnosticirani od leta 2010 do leta 2016, v skupini 3 sta se starejšim slovenskim sevom 
pridružila seva iz tujine. Podrobnosti filogenetskih skupin so prikazane v preglednici 9.  
 
Preostalih 13 preučevanih sevov smo odkrili v filogenetskih skupinah iz tujine ali v paru z 
drugim slovenskim sevom (Preglednica 10). Slovenski sev s SDRM RT K219Q se je nahajal 
v filogenetski skupini 22, ostali sevi v tej skupini niso imeli prisotnih SDRM. Sev z insercijo 
PR E35E_TN se ni nahajal v slovenski skupini, najbolj sorodna sta mu bila seva iz Avstralije 
in Velike Britanije, ki sicer v zaporedju PR insercije nimata. Glede na epidemiološke 
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iz leta 2017 in 2018 
Število prisotnih 
preiskovanih sevov iz 
Slovenije od leta 2010 
do leta 2016 
Število prisotnih 





1  4 (od tega 1 SDRM)  4 
2 7 52 (od tega 1 SDRM) 3 (Črna gora) 62 
3  4 2 (Kitajska in ZDA) 6 
4 1 14  15 
5  10  10 
6 3 13  16 
7 1 2  3 
8 1 3  4 
9  3  3 
10 2 2  4 
11  3 (od tega 1 SDRM)  3 
12  4  4 
13 3 2  5 
14 2 21 (od tega 1 SDRM)  23 
15 4 20 (od tega 1 SDRM)  24 
16 1 2  3 
17 1 15 2 (Belgija) 18 
18 4 25  29 
19 2 19  21 
20  5  5 
21 1 16  17 
22 3 (od tega 1 SDRM) 12  15 
 
 
Preglednica 10: Preučevani sevi virusa HIV podtipa B, ki ne sodijo v statistično podprto slovensko filogenetsko 
skupino, in njihova podobnost s sevi pridobljenimi iz baze podatkov BLAST. 
Število prisotnih 
preučevanih sevov 
Država izvora seva HIV, ki izkazuje 
največjo podobnost preučevanemu sevu 
aLRT 
2 Španija 0,697/0,969 
1 Avstralija in Združeno kraljestvo 0,981 
1  Francija in Združeno kraljestvo 0,998 
1 Tajska 0,79 
2 Nemčija 0,93/0,788 
4 Slovenija 0,997/ 0,729/0,727 
1 Združeno kraljestvo 0,98 





Govednik T. Primarna odpornost virusa imunske pomanjkljivosti … v Sloveniji v letih 2017 in 2018. 






Slika 9: Filogenetsko drevo podtipa B z označenimi in oštevilčenimi slovenskimi filogenetskimi skupinami. 
Rdeče veje drevesa predstavljajo seve diagnosticirane v Evropi, oranžne veje seve iz Afrike, različni odtenki 
zelenih vej seve iz Avstralije in Amerike in svetlo modre veje seve iz Azije. Temno vijolične veje označujejo 
seve odkrite v slovenskih raziskavah od leta 2000 do 2016, s svetlejšo vijolično so med njimi označeni sevi z 
odkrito SDRM. Preučevani sevi so za lažjo preglednost označeni s pikami in vejami roza barve. 
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4.4.2 Filogenetska analiza vzorcev podtipov ne-B 
Filogenetsko drevo na sliki 10 prikazuje ostalih osem preučevanih vzorcev (14 %), ki ne 
spadajo v skupino podtipa B, v povezavi z najbolj podobnimi sevi pridobljenimi iz baze 
podatkov. V filogenetski skupini s pretežno Kitajskimi sevi smo odkrili slovenski sev 
podtipa CRF55_01B (4). Oseba s tem sevom prihaja iz Kitajske in do okužbe naj bi prišlo 
na Kitajskem. V sicer kubanski skupini smo našli dva preučevana seva podtipa CRF24_BG 
(5 in 6), ki sta si med seboj izkazovala največjo podobnost. Slovenski sev podtipa C se je 
razvrstil s sevom iz Portugalske (7), ostali podobni sevi so bili v tej skupini omejeni na 
afriške države. Filogenetska skupina iz Brazilije je vsebovala slovensko rekombinanto med 
podtipom B in C (8), preostali preučevani sevi podtipa A (1, 2 in 3) so si bili najbolj sorodni 
s poljskim, ruskim in angleškim/nemškim sevom. Do okužbe s slovenskim sevom 2, ki je 




Preglednica 11: Rekombinante in ostali slovenski sevi, ki ne spadajo v skupino podtipa B. 
Slovenski sev Podtip 
Država izvora seva HIV, ki izkazuje 
največjo podobnost preučevanemu sevu 
aLRT 
1 A Poljska 0,809 
2 A Rusija 0,772 
3 A Združeno kraljestvo in Nemčija 0,992 
4 CRF55_01B Kitajska filogenetska skupina 0,991 
5 CRF24_BG Slovenija (sev 6) 1 
6 CRF24_BG Slovenija (sev 5) 1 
7 C Portugalska 0,952 
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Slika 10: Filogenetsko drevo podtipov ne-B, ki z rdečo barvo in oštevilčenostjo prikazuje razporeditev 
slovenskih podtipov ne-B. Krožno so označeni še ostali podtipi virusa HIV, veje so obarvane glede na 
kontinente diagnosticiranih sevov; rdeče so obarvani sevi iz Evrope, temno modro sevi iz Amerike, vijolično 
sevi iz Azije in zeleno sevi iz Afrike. 
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V obdobju 2000 do 2004 je v Sloveniji prva analiza odseka gena pol z zapisom za PR/RT 
pri novoodkritih HIV-pozitivnih posameznikih pokazala prisotnost SDRM iz skupine NRTI 
v 3,9 %. Med leti 2005 in 2010 so se prvič pojavile tudi SDRM iz skupin NNRTI in PI; 
ocenjena prevalenca SDRM je bila 2 % za skupino NRTI, 2 % za skupino NNRTI in 0,7 % 
za skupino PI. V obdobju naslednjih šestih let se je prevalenca SDRM v obeh skupinah RTI 
znižala na 1,2 %, s čimer je bila skupna prevalenca SDRM med novoodkritimi HIV-
pozitivnimi posamezniki v obdobju 2011-2016 ocenjena na 2,4 %, saj odpornosti na PI niso 
odkrili (Babič in sod., 2006; Lunar in sod., 2013; Lunar in sod., 2018). V letih 2017 in 2018 
smo v Sloveniji določili nizko prevalenco SDRM (1,8 %), nižjo kot v predhodnih raziskavah. 
Edina odkrita SDRM je bila RT K219Q, ki se pojavlja v povezavi z odpornostjo proti 
zdravilom NRTI. Glede na rezultate naše raziskave in trend predhodnih raziskav, prevalenca 
SDRM v Sloveniji upada in je občutno nižja od prevalence SDRM v Evropi (8,3 %), 
ocenjene za obdobje 2008–2010 (Hofstra in sod., 2016). Svetovna prevalenca SDRM v 
razvitih državah se giba med 6,6 % in 11 %, trendi pojavnosti mutacij so podobni tistim, 
odkritim v sklopu evropskega programa SPREAD. Največji delež mutacij so v okviru 
programa dokazali v skupini NRTI (4,5 %) in NNRTI (2,9 %), sledi skupina PI (2 %) 
(Günthard in sod., 2019; Hofstra in sod., 2016). 
 
V sklopu naše raziskave smo pri osebi odkriti v letu 2018 ponovno pokazali prisotnost 
mutacije RT K219Q, ki je bila v Sloveniji predhodno že dokazana v letu 2008, vendar 
filogenetske povezave med tema vzorcema nismo odkrili. Za razliko od prehodnega trenda 
pojavljanja mutacij, se je mutacija pojavila v skupini NRTI, kar pomeni, da je v tem obdobju 
prevalenca v skupini NRTI v primerjavi z ostalimi skupinami najvišja. S tem potrdimo 
začetno hipotezo magistrskega dela, da je odpornost najvišja v skupini RTI. SDRM RT 
K219Q je med novo diagnosticiranimi okužbami virusa HIV v Evropi četrta najpogostejša 
mutacija povezana z NRTI. Najpogosteje jo zasledimo pri rekombinanti CRF 02_AG (0,72 
%), sledita podtip B (0,62 %) in podtip C (0,44 %). Mutacija se je v našem primeru pojavila 
pri posamezniku okuženem s podtipom B. Najvišjo prevalenco SDRM v skupini NRTI in 
pri podtipu virusa B opazijo tudi Hofstra in sod. (2016), kjer predpostavijo, da je pojav 
posledica dolgotrajne izpostavljenosti podtipa B skupini zdravil NRTI in enotirnem 
zdravljenju z NRTI pred uvedbo kombiniranega zdravljenja. Mutacija RT K219Q spada med 
mutacije povezane s timidinskimi analogi, ki so druge najpogostejše NRTI mutacije in lahko 
povzročijo večkratno odpornost proti NRTI (Ibe in Sugiura, 2011). RT K219Q/E je 
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Mutacija RT K219Q se pri posamezniku ni pojavila v kombinaciji z ostalimi SDRM, prav 
tako zidovudin oziroma stavudin nista več zdravili izbora, kar pomeni, da verjetno 
preučevana mutacija na zdravljenje okužbe ne bo imela večjega vpliva. Pri enakem vzorcu 
smo odkrili tudi polimorfizem PR A71V/T, ki je s PI selekcionirana mutacija in v 
kombinaciji z drugimi s PI-povezanimi mutacijami vpliva na povečano pomnoževanje 
virusa, polimorfizmi v INT regiji niso bili prisotni. Glede na to, da druge s PI-povezane 
mutacije niso bile zaznane, ter da omenjeni polimorfizem ne deluje sinergistično z odkrito 
SDRM, tudi kombinacija z mutacijo PR A71V/T naj ne bi vplivala na sam potek zdravljenja. 
 
Med preučevanimi vzorci smo v odseku PR/RT gena pol odkrili tudi ostale DRM in 
polimorfizme, ki ne prispevajo k prenosu TDR virusa vendar lahko vplivajo na potek samega 
zdravljenja. DRM, ki se pojavijo naravno kot polimorfizmi v odsotnosti protiretrovirusnega 
zdravljenja, niso indikatorji TDR. Čeprav so polimorfizmi klinično pomembni in so 
vključeni v seznam mutacij IAS-USA, so iz seznama WHO, v izogib napačni interpretaciji 
TDR, izključeni (Hofstra in sod., 2016). Sledeče mutacije, ki smo jih odkrili v regiji PR: 
V11I, L33F, Q58E, A71I/L in regiji RT: V106I, E138EG, V179E, niso polimorfizmi, 
najdemo jih na seznamu klinično pomembnih mutacij IAS-US, vendar jih seznam WHO ne 
vključuje. Glede na seznam mutacij Univerze v Stanford-u, je bilo v preučevani populaciji 
prisotnih sedem oseb (12,3 %) z dokazanimi mutacijami, ki vplivajo na nizko odpornost 
virusa proti zdravilom (ne-polimorfne mutacije PR Q58E, RT V106I in RT E138EG ter 
polimorfizem RT E138A). Edina dokazana SDRM RT K219Q je izkazovala potencialno 
znižano občutljivost na NRTI zato po interpretaciji Stanford nima večjega pomena. Rezultati 
analizirani po Stanford merilih se tako znatno razlikujejo od rezultatov WHO seznama 
SDRM, ki ga smatramo za edinega pomembnega pri ocenjevanju prisotnosti TDR v 
Sloveniji. Kljub temu, da mutacije ne spadajo med SDRM, povzročajo nižjo raven 
odpornosti proti protiretrovirusnim zdravilom. Večina zdravil s katerimi lahko povežemo 
odpornost analiziranih mutacij je odobrenih in dostopnih, vendar se uporabljajo v 
kombinaciji z zdravili iz preostalih skupin, kar pomeni, da je njihov vpliv na odpornost 
virusa razmeroma majhen. Glede na to, da je bil WHO seznam SDRM nazadnje posodobljen 
leta 2009, lahko v naslednji verziji pričakujemo vključitev dodatnih ne-polimorfnih mutacij 
in DRM povezanih z INSTI. 
 
Ne-polimorfnih mutacij in DRM v regiji INT v naši raziskavi na vzorcih odvzetih HIV-
pozitivnim osebam z ugotovljeno okužbo v letu 2018 nismo zasledili. Za razliko od SDRM 
za PR/RT, mutacije v regiji INT še niso popolnoma raziskane, predvsem zaradi nizke 
pojavnosti in krajšega obdobja rabe INSTI. Prav tako neocenjen ostaja tudi vpliv manjših 
mutacij na napredovanje bolezni in dovzetnost za zdravila. Zaradi nizke pojavnosti mutacij 
v regiji INT je rutinsko testiranje odpornosti proti INSTI pred začetkom zdravljenja 
odsvetovano, sekveniranje odseka INT se priporoča v primeru neuspešnega zdravljenja 
(Günthard in sod., 2019; Stekler in sod., 2015; Casadellà in sod., 2015). 
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Raziskave iz Evrope in ZDA med nezdravljenimi osebami, katerih HIV okužba je bila 
diagnosticirana po tržni odobritvi prvih INSTI v 2007, niso pokazale prisotnosti večjih 
INSTI mutacij. Čeprav je TDR proti INSTI redka, je še vedno možna in bo verjetno v 
naslednjih nekaj letih narasla na račun bolj pogoste uporabe in širše dostopnosti INSTI. Zato 
je nadzor nad pojavljanjem in širjenjem z INSTI-povezanih mutacij smiseln in lahko vpliva 
na spremembe v priporočilih za testiranje na odpornost proti INSTI pred uvedbo zdravljenja. 
Po drugi strani so polimorfizmi v regiji INT razmeroma pogosti, zaznali so jih v 34 % 
objavljenih zaporedij (56 % zaporedij je bilo pridobljenih iz razmeroma svežih okužb) 
(Günthard in sod., 2019; Stekler in sod., 2015; Casadellà in sod., 2015). Tudi v sklopu naše 
raziskave smo polimorfizme v regiji INT odkrili pri 32 % preučevanih zaporedij.  
 
Od predvidenih 31 vzorcev iz leta 2018 smo uspešno pridobili nukleotidna zaporedja regije 
INT za 25 vzorcev. Težave pri pridobivanju ostalih zaporedij so večinoma nastopile v koraku 
pomnoževanja s PCR, zaradi nepravilnosti v naleganju začetnih oligonukleotidov. Analiza 
odseka z zapisom za INT je bila v magistrsko nalogo vključena naknadno. Njeni rezultati 
predstavljajo pomembno informacijo o TDR virusa HIV proti INSTI v Sloveniji, ki do sedaj 
še ni bila izvedena, in tako ponujajo nove epidemiološke in javnozdravstvene podatke.  
 
Poleg ene SDRM smo med preučevanimi vzorci odkrili tudi insercijo dveh AK v delu PR 
gena pol (E35E_TN). Insercija E35E_TN se je nahajala na 35. mestu regije PR in je bila 
dolga 6 bp, kar pomeni, da do sprememb v bralnem okvirju ni prišlo. Novi kodirajoči AK 
sta bili treonin in asparagin. Ravno pozicija 35, glede na podatke iz literature, izkazuje 
največjo nagnjenost k mutacijam. V predhodnih raziskavah so insercije v PR kodirajoči 
regiji (od 1 do 6 AK) odkrili na različnih mestih v zapisu za PR (17 do 18, 22 do 25, 31 do 
32, 35 do 38, 70 do 71 in 95 do 96). AK inserti v PR kodirajoči regiji so bili dokazani pri 
zdravljenih in nezdravljenih HIV-pozitivnih posameznikih s prevalenco od 0,1 % do 4,6 % 
in dominantno prisotnostjo pri zdravljenih osebah. Prevalenca zadnji dve desetletji narašča, 
še posebno v regiji med 30. in 41. mestom (Kozísek in sod., 2008; Pereira-Vaz in sod., 2009). 
V našem primeru smo insercijo odkrili pri sicer nezdravljenem posamezniku z virusom 
podtipa B. Analiza vzorca ni pokazala drugih mutacij TDR ali polimorfizmov, virus naj bi 
bil glede na Stanford analizo občutljiv na vse tipe protiretrovirusnih zdravil. Sev virusa se ni 
nahajal v slovenski filogenetski skupini, najbolj sorodna sta mu bila seva iz Avstralije in 
Velike Britanije (aLRT 0,981), ki insercije nimata.  
 
Selekcija AK insercij v regiji RT je poznan mehanizem odpornosti proti RTI, prisotnost 
tovrstnih insercij v kodirajoči regiji za PR je redek pojav in vpliv insercij na odpornost in 
samo pomnoževanje virusa ostaja neraziskan. Do insercij verjetno prihaja zaradi zdrsa 
nukleotidov v postopku reverzne transkripcije. Pojav insercije je večinoma sočasen s 
prisotnostjo drugih mutacij v regiji PR, kar dodatno otežuje oceno vpliva AK insercij na 
odpornost in zmožnost pomnoževanja virusa (Kozísek in sod., 2008; Pereira-Vaz in sod., 
2009).  
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Povzamemo lahko, da dosedanje raziskave kažejo, da: večina virusov z inserti poseduje tudi 
druge mutacije, ki so povezane z odpornostjo proti PI, insercije v odsotnosti drugih mutacij 
ne kažejo povišane odpornosti proti klinično uporabljenim PI, insercije v kombinaciji z 
drugimi mutacijami kažejo na rahlo znižano dovzetnost za zdravila in insercije vplivajo 
predvsem na pomnoževanje in v manjši meri na samo odpornost virusa (Brann in sod., 2006).  
 
Med preučevanimi vzorci smo v 49 primerih (86 %) dokazali podtip virusa B. Podtip B je v 
Evropi najbolj razširjen podtip že od začetka epidemije virusa HIV in tudi predhodne analize 
v Sloveniji so pokazale, da je podtip B na našem območju najbolj pogost podtip. Delež 
diagnosticiranih okužb podtipa B v Sloveniji je od leta 2000 do danes razmeroma stabilen 
in se giba med 82 % in 89 % (Hofstra in sod., 2016; Babič in sod., 2006; Lunar in sod., 2013; 
Lunar in sod., 2018).  
 
S pomočjo filogenetske analize podtipa B smo določili 22 slovenskih filogenetskih skupin, 
ki smo jih definirali kot skupino treh ali več sevov s statistično podporo aLRT višjo od 0,9. 
V predhodno že obstoječe slovenske filogenetske skupine s posamezniki diagnosticiranimi 
v obdobju 2000–2016 se je razporedilo 73,5 % (36) preučevanih sevov, preostalih 13 sevov 
je bilo razpršenih in najbolj podobnim sevom iz tujine; Španija, Avstralija, Združeno 
kraljestvo, Tajska, Nemčija, ZDA, Francija, oziroma so bili del filogenetskega para s 
sorodnim sevom iz Slovenije. Glede na to, da je v Zahodni Evropi dominanten podtip B je 
podobnost s sevi iz Španije, Združenega kraljestva, Nemčije, Francije in Slovenije s 
preučevanimi sevi smiselna. Omenjen podtip je sicer dominanten tudi v ZDA in Avstraliji 
(Poljak in sod., 2011). V šest slovenskih filogenetskih skupin so se razporedili izključno sevi 
iz Slovenije, ki so bili diagnosticirani v letih od 2010 do 2016, novih slovenskih skupin, ki 
bi vsebovale samo seve diagnosticirane med leti 2017 in 2018, nismo odkrili. Primerjava 
filogenetskih dreves z drevesi pridobljenimi v predhodnih slovenskih raziskavah pokaže, da 
je število večjih filogenetskih skupin razmeroma enako, povečalo se je le število manjših 
filogenetskih skupin. To lahko pripišemo nastanku novih skupin zaradi vključitve dodatnega 
seva k že obstoječim filogenetskim parom, s katerim nato skupina zadosti kriterijem za 
filogenetsko skupino. Znotraj treh slovenskih filogenetskih skupin smo opazili dodatne seve 
iz tujine (po enega iz Kitajske in Rusije, tri iz Črne gore ter dva iz Belgije). Sklepamo lahko, 
da so se sevi iz Slovenije prenesli v tujino ter se tam v primeru Belgije in Črne gore v 
omejenem obsegu tudi razširili. Pri večini preučevanih sevov smo opazili jasno razvejitev 
proti koncu drevesa, kar nakazuje na novejšo okužbo s sevi bolnikov diagnosticiranih v letih 
2017 in 2018. V nasprotju s tem lahko v filogenetski skupini 6 in 19 opazimo razvejitev 
novejših sevov bližje korenini drevesa, kar pomeni, da je bila okužba diagnosticirana 
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V eno izmed slovenskih filogenetskih skupin se je uvrstil tudi sev s prisotno SDRM RT 
K219Q. Do širjenja mutacij TDR znotraj filogenetskih skupin, v skladu s slovenskimi 
raziskavami iz predhodnih obdobij, še ni prišlo. Mutacija se kljub temu nahaja v slovenski 
filogenetski skupini, kar predstavlja možnost širjenja TDR. Omenjena SDRM je verjetno v 
Slovenijo prišla preko okužbe s sevom iz tujine ali neposredno preko neuspešno 
zdravljenega posameznika iz Slovenije. Mutacija RT K219Q negativno vpliva na genetski 
doprinos virusa in je zato nagnjena k spremembi nazaj v divji tip (Wertheim in sod., 2017), 
tako obstaja možnost, da je pri ostalih posameznikih znotraj te filogenetske skupine nismo 
uspeli zaznati z metodo sekveniranja po Sangerju. 
 
Pri treh osebah smo med preučevanimi vzorci določili seve podtipa A, njim najbolj podobni 
sevi izhajajo iz Poljske, Združenega kraljestva/Nemčije in Rusije. Kakor v Sloveniji je tudi 
na Poljskem in v Nemčiji največja prevalenca podtipa B in presega 80 %. Podtip A je na 
Poljskem najbolj razširjen med sevi podtipov ne-B, običajno ga na tem območju odkrijemo 
med imigranti, pri osebah s heteroseksualnim načinom prenosa virusa HIV in pri moških. 
Združeno kraljestvo spada med evropske države z največjim deležem podtipov ne-B (50,4 
%), kjer prevladuje podtip C, sledi podtip A. V Nemčiji je prevalenca podtipov ne-B 
ocenjena na 20 %, povezani so z imigracijo iz Subsaharske Afrike (podtip A in CRF02_AG), 
Vzhodne Evrope (podtip A) in Jugovzhodne Azije (CRF01_AE) (Beloukas in sod., 2016). 
Država, kjer naj bi prišlo do okužbe s preučevanima sevoma št. 1 in 3, ni znana. Do okužbe 
s preučevanim sevom št. 2 naj bi prišlo preko heteroseksualnega kontakta na območju Rusije. 
Glede na epidemiološke podatke in podobnost seva je podtip posameznika pričakovan; v 
Vzhodni Evropi in Rusiji je dominanten sev virusa HIV še vedno podtipa A. Podtip A 
običajno povezujemo z uporabniki nedovoljenih drog, preko katerih prihaja do nadaljnjega 
širjenja epidemije, tudi v sosednje države (Beloukas in sod., 2016).  
 
V letu 2012 se je na Kitajskem pojavila nova rekombinanta podtipov CRF01_AE in B, 
opredeljena kot CRF55_01B. Gre za tretjo CRF na območju Kitajske, ki je dosegla večino 
kitajskih provinc, njena ocenjena prevalenca se giba med 1,5 % in 12,5 %. Rekombinacija 
odsekov CRF01_AE in B je glede na molekularno uro nastala dokaj pozno, s skupnim 
prednikom okoli leta 2000 (Han in sod., 2015). Preučevan sev št. 4 je prva CRF55_01B 
dokazana na območju Slovenije. Sev smo določili pri posamezniku kitajske narodnosti, do 
okužbe naj bi prišlo na Kitajskem. Sev se je z veliko podobnostjo uvrstil v filogenetsko 
skupino iz Kitajske, s čimer se ujema tudi epidemiologija rekombinante. 
 
Rekombinanta CRF24_BG je ena izmed možnih rekombinant podtipa B in G, ki je bila sprva 
opisana kot del treh skupin rekombinant BG odkritih na Kubi. Leta 2007 so jo opredelili in 
poimenovali kot CRF24_BG. Rekombinante BG so na Kubi pogoste, v letu 2003 so 
predstavljale 31,4 % diagnosticiranih HIV-1 okužb med MSM (Sierra in sod., 2007).  
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Preučevana seva št. 5 in 6 sta si med seboj izkazovala največjo podobnost (aLRT 1) in sta 
bila uvrščena v kubansko filogenetsko skupino. Glede na epidemiologijo rekombinante 
CRF24_BG, lahko sklepamo, da je izvor slovenske okužbe skupen in originalno izvira iz 
Kube. Tudi to rekombinanto smo v Sloveniji opisali prvič. 
 
Preučevan sev št. 7 podtipa C je bil najbolj podoben portugalskemu sevu. Portugalska spada 
med države z najvišjo prevalenco podtipov ne-B, okužbe s podtipom B predstavljajo manj 
kot polovico novo diagnosticiranih okužb. Med podtipi ne-B je najbolj razširjen podtip G, 
ki mu sledijo C, A, F in različne CRF. Sev št. 7 in portugalski sev sta sicer del večje pretežno 
afriške filogenetske skupine, kar sovpada s tem, da so podtipi ne-B na Portugalskem 
večinoma povezani z imigranti iz Afrike, tudi zaradi portugalsko govorečih afriških držav 
(Pereira in sod., 2014; Beloukas in sod., 2016).  
 
Slovenski preučevan sev rekombinante B in C (št. 8) se je razporedil v filogenetsko skupino, 
ki izvira iz Brazilije. Za epidemijo virusa HIV v Braziliji so značilni podtipi B, F1 in C ter 
njihove rekombinante. Genetske karakteristike brazilskih sevov virusa HIV so večinoma 
neraziskane, predvidena je velika genetska kompleksnost sevov (da Costa in sod., 2016). 
Glede na epidemiološke podatke in veliko podobnost seva št. 8 z brazilsko filogenetsko 
skupino, lahko predpostavimo sorodnost in izvor seva iz območja Brazilije.  
 
Delež okužb s podtipi ne-B je bil v obdobju 2017–2018 večji kakor v predhodnem obdobju, 
14,1 % v primerjavi z 12,5 % v obdobju 2010–2016. Odkrili smo tudi najvišji delež različnih 
CRF do sedaj (5,3 %). Prevalenca podtipov ne-B in rekombinant v 21. stoletju narašča, kar 
lahko razložimo z različnimi oblikami tveganega vedenja, razlikami v življenjskem stilu in 
večjem pretoku ljudi oz. njihovi mobilnosti. Gibanja populacij, vključujoč migracije iz 
Afrike in Azije, so v zadnjih dveh desetletjih močno vplivala na razporeditev podtipov virusa 
HIV v Evropi ter so bila povezana z nekaj izbruhi in epidemijami HIV-1. Epidemiološke 
analize v letu 2013 so pokazale, da je 39,9 % novih okužb povzročenih na račun imigrantov. 
Največji delež prispevajo imigranti iz Subsaharske Afrike (54,3 %), Latinske Amerike (12,2 
%), Zahodne Evrope (9,5 %) in Centralne Evrope (6 %). Večina imigrantov je bila okužena 
s sevi podtipov ne-B, kar pomeni, da so bili verjetno okuženi pred migracijo. S tem 
prispevajo k raznolikosti sevov v Evropi, kjer so najbolj razširjeni podtipi ne-B A, C, F, G 
in rekombinantni obliki CRF01_AE ter CRF02_AG. V predhodnih slovenskih raziskavah 
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Naša predpostavka, da bo prevalenca SDRM v obdobju 2017–2018 še vedno pod 5 % se je 
izkazala kot pravilna. Prevalenca se je glede na predhodne raziskave znižala, za raziskovano 
obdobje smo jo ocenili na 1,8 %. V nasprotju s pričakovanji, da bo najpogosteje odkrita 
mutacija RT K103N, smo odkrili izključno mutacijo RT K219Q iz skupine NRTI. Tako smo 
potrdili hipotezo, da bo prisotnost TDR najvišja v regiji z zapisom za RT. Prav tako smo 
potrdili hipotezo, da značilnih filogenetskih skupin oseb z dokazano HIV TDR, ki bi kazale 
na prenos znotraj države, ne bomo odkrili. 
  
Podatki programa SPREAD ocenjujejo prevalenco TDR od leta 2000 do 2016 za Zahodno 
Evropo na 11,3 %, Mediteran na 8,8 %, Severno Evropo na 5,7 % in Centralno Evropo na 
6,8 % (ESAR-SPREAD, 2019). Tako evropske smernice priporočajo testiranje odpornosti 
pred začetkom zdravljenja s PI, NRTI in NNRTI. Glede na to, da je ocenjena prevalenca 
SDRM v Sloveniji vedno nižja, s tem potrjujemo ustreznost trenutne nacionalne strategije 
za testiranje odpornosti pred zdravljenjem samo za izbrane skupine. Redno pred uvedbo 
zdravljenja na prisotnost DRM testiramo nosečnice in osebe, pri katerih je do okužbe 
najverjetneje prišlo v tujini (Lunar in sod., 2018). Zaradi ocenjene prevalence v ostalih 
državah in spreminjajočih se vzorcev TDR ter vedno večje raznolikosti podtipov, ostaja 
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- V sklopu magistrskega dela smo določili prevalenco TDR v Sloveniji v letih 2017 in 
2018 pri nezdravljenih z virusom HIV okuženih posameznikih. V analizo smo vključili 
57 HIV-pozitivnih oseb, kar predstavlja 64,8 % na novo odkritih okužb v letih 2017 in 
2018. 
- Podtip B smo določili pri 86 % oseb, podtip A pri 5,3 %, rekombinantno obliko 
CRF24_BG pri 3,5 % in podtip C, rekombinanto BC ter CRF55_01B pri 1,8 %.  
- V nukleotidnem zaporedju regije pol za odsek RT smo dokazali eno prisotno SDRM, ki 
je povezana z znižano občutljivostjo na NRTI. Tako smo potrdili hipotezo, da je 
prisotnost SDRM mutacij najvišja v skupini RTI. Prisotnosti SDRM v povezavi z 
odpornostjo proti NNRTI, PI in drugih mutacij, ki bi vplivale na odpornost proti INSTI, 
nismo dokazali. S tem smo ocenili skupno prevalenco SDRM na 1,8 %. TDR virusa HIV 
v Sloveniji je bila tako v obdobju 2017-2018, v skladu s pričakovanji, nižja od 5 %. 
- Prisotna SDRM je bila RT K219Q, kar je v nasprotju z začetno hipotezo, da bo 
najpogostejša mutacija RT K103N. V regiji PR smo pri enem vzorcu opazili tudi 
insercijo E35E_TN. Glede na seznam mutacij Univerze v Stanford-u, je bilo v 
preučevani populaciji prisotnih sedem oseb (12,3 %) z dokazanimi mutacijami, ki 
povzročajo nizko odpornost virusa proti zdravilom. 
- Filogenetska analiza vzorcev podtipa B je pokazala prisotnost 22 slovenskih 
filogenetskih skupin, znotraj katerih se je razporedilo 73,5 % zaporedij iz obdobja 2017–
2018. Prisotna SDRM je bila sicer del slovenske filogenetske skupine, vendar značilnih 
filogenetskih skupin oseb z dokazano HIV TDR nismo našli. Kot pričakovano, prenosa 
TDR znotraj države nismo odkrili. 
- Glede na padajoč trend pojavnosti SDRM v Sloveniji, lahko sklepamo, da je trenutna 
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Od odkritja virusa je virus HIV okužil vsaj 70 milijonov ljudi in povzročil več kot 35 
milijonov smrti. Trenutno več kot 21 milijonov okuženih ljudi svetovno prejema 
protiretrovirusna zdravila, ki ob dosledni uporabi zavirajo pomnoževanje virusa, s tem se 
izboljša imunsko stanje oseb in praktično onemogoči prenos virusa. Razvoj odpornosti 
virusa HIV proti protiretrovirusnemu zdravljenju omejuje njegovo učinkovitost. Kljub padcu 
v pojavnosti odpornosti virusa HIV pri zdravljenih osebah v razvitem svetu v zadnjih letih, 
podatki zaskrbljujoče kažejo na vedno večjo svetovno pojavnost TDR. Prevalenca TDR v 
Evropi je ocenjena na 8,3 %, zato evropske smernice priporočajo testiranje odpornosti virusa 
pred začetkom zdravljenja. Kljub temu, da je bila v obdobju 2000–2016 prevalenca SDRM 
v Sloveniji občutno nižja od 5 %, smo v nalogi želeli določiti prevalenco TDR virusa HIV v 
letih 2017 in 2018 ter s tem posredno oceniti ustreznost strategije zdravljenja glede na 
trenutna priporočila.  
 
V letih 2017 in 2018 je bilo v Sloveniji na novo diagnosticiranih 88 okužb z virusom HIV, 
od tega smo v analizo vključili 57 vzorcev plazme, ki so bili odvzeti istemu številu 
novoodkritih nezdravljenih HIV-pozitivnih posameznikov z viremijo > 1.000 kopij HIV 
RNA/mL. Vseh 57 vzorcev je bilo vključenih v analizo določanja odpornosti virusa HIV 
proti zdravilom iz skupin PI, NRTI in NNRTI. Dodatno smo določali odpornost tudi proti 
INSTI pri 25 vzorcih odvzetih posameznikom z dokazano okužbo v letu 2018. Iz vzorcev 
smo v prvem koraku osamili virusno RNA in nato odseke PR/RT in/ali INT regije pol 
pomnožili s pomočjo PCR z reverzno transkripcijo, oziroma vgnezdenega PCR. Pomnožke 
PCR smo nato preverili na agaroznem gelu in jih encimsko očistili. Za vsak pridelek PCR 
smo pripravili štiri različne sekvenčne reakcije, zaradi boljše pokritosti preučevanega 
zaporedja. Po čiščenju sekvenčne reakcije je sledilo avtomatsko določanje nukleotidnega 
zaporedja in sestavljanje pridobljenih zaporedij. Znotraj zaporedij smo iskali DRM s 
pomočjo spletnega orodja Univerze v Stanford-u. Morebitne DRM smo nato preverili še s 
pomočjo seznama WHO mutacij SDRM, ki predstavljajo TDR virusa. S pomočjo 
filogenetske analize smo v zadnjem koraku pridobili razmeroma zanesljivo informacijo o 
obstoju različnih filogenetskih skupin in njihovo povezavo s prenosom TDR virusa HIV. 
 
Večina oseb vključenih v raziskavo je bila moškega spola (94,7 %) s povprečno starostjo ob 
diagnozi (± standardna deviacija, SD) 43,9 ± 14,1 let ter z viremijo 5,0 ± 0,9 log kopij HIV 
RNA/mL. Povprečno število celic CD4 je bilo 331,9 ± 250,8 celic/mm3, od tega je bilo 20 
(35,1 %) posameznikov diagnosticiranih v obdobju aidsa. 
 
Podtip B virusa HIV smo dokazali pri 86 % oseb, sledil je podtip A (5,3 %), rekombinanta 
CRF24_BG (3,5 %), podtip C, rekombinanta BC ter CRF55_01B (1,8 %). Podtip B je v 
Evropi najbolj razširjen podtip že od začetka epidemije virusa HIV, kar potrjujejo tudi 
predhodne raziskave v Sloveniji.  
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Kljub temu, da v Zahodni in Centralni Evropi še vedno prevladuje podtip B, so podtipi ne-
B in CRF vedno pogostejši. Spremembe v epidemiologiji virusa HIV in vedno večjo 
raznolikost sevov lahko povežemo z različnimi oblikami tveganega vedenja, življenjskim 
stilom in večjo mobilnostjo ljudi. 
 
V obdobju 2017–2018 je v Sloveniji analiza odseka gena pol z zapisom za PR/RT pokazala 
prisotnost ene SDRM (1,8 %), RT K219Q, povezane z odpornostjo proti NRTI. Prevalenca 
SDRM je bila tako, po pričakovanjih, največja v skupini RTI. Ostalih SDRM iz skupin 
NNRTI in PI nismo odkrili. Prav tako ni bilo opaznih večjih ne-polimorfnih DRM v regiji 
INT.  
 
SDRM RT K219Q smo odkrili pri v letu 2018 diagnosticirani okužbi s podtipom B. Mutacija 
K219Q spada med mutacije povezane s timidinskimi analogi, ki so druge najpogostejše 
mutacije med NRTI in lahko povzročijo večkratno odpornost proti NRTI. RT K219Q/E je 
povezana z znižano občutljivostjo na zidovudin in potencialno stavudin. SDRM se je 
pojavila v kombinaciji s polimorfizmom PR A71V/T, ki lahko v povezavi z drugimi s PI 
povezanimi mutacijami pozitivno vpliva na pomnoževanje virusa. Glede na to, da se mutaciji 
nista pojavili v kombinaciji z ostalimi SDRM, ter da zidovudin oziroma stavudin nista več 
zdravili izbora, verjetno mutaciji na potek zdravljenja ne bosta imeli vpliva. 
 
Poleg prisotne SDRM smo med preučevanimi vzorci odkrili tudi insercijo PR E35E_TN. 
Insercija se pojavi na 35. mestu PR regije in je dolga 6 bp, novi kodirajoči AK sta treonin in 
asparagin. Raziskave kažejo, da lahko prisotnost insercij v kombinaciji z drugimi mutacijami 
povzroči rahlo znižano dovzetnost za protiretrovirusno zdravljenje, medtem ko prisotnost 
insertov samih vpliva na pomnoževanje in ne toliko na odpornost virusa. Prisotnost insercij 
v PR regiji je redek pojav, zato je znanje na tem področju še vedno pomanjkljivo. 
 
Glede na seznam mutacij virusa HIV Univerze v Stanford-u, ki je namenjen klinični uporabi 
in interpretaciji mutacij za določitev njihovega vpliva na učinkovitost zdravil, je bilo v 
preučevani populaciji prisotnih sedem oseb (12,3 %) z dokazanimi mutacijami, ki 
povzročajo nizko odpornost virusa proti zdravilom (ne-polimorfne mutacije PR Q58E, RT 
V106I in RT E138Q/G ter polimorfizem RT E138A). Naša dokazana SDRM, RT K219Q, je 
izkazovala potencialno znižano občutljivost na NRTI, zato po interpretaciji Stanford nima 
večjega pomena. Večina zdravil, s katerimi lahko povežemo odpornost sevov z omenjenimi 
mutacijami, je odobrenih in dostopnih, vendar se uporabljajo v kombinaciji z zdravili iz 
preostalih skupin, kar pomeni, da je njihov vpliv na odpornost virusa razmeroma majhen.  
 
Filogenetska analiza vzorcev podtipa B je pokazala 22 slovenskih filogenetskih skupin, ki 
vključujejo večinoma slovenske izolate pridobljene v predhodnih raziskavah (2000–2016) 
in 36 izolatov iz preučevanega obdobja 2017–2018.  
47 
Govednik T. Primarna odpornost virusa imunske pomanjkljivosti … v Sloveniji v letih 2017 in 2018. 
 Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
 
 
Preostalih 13 sevov podtipa B ter vse seve podtipov ne-B, ki niso del slovenskih 
filogenetskih skupin, smo našli v povezavi s sevi iz tujine, oziroma so bili del slovenskega 
filogenetskega para. Širjenja SDRM med filogenetskimi skupinami še nismo opazili. 
Zaporedje z mutacijo RT K219Q smo zasledili v slovenski filogenetski skupini, kar 
predstavlja možnost širjenja TDR.  
 
Glede na ocenjeno nizko prevalenco SDRM v naši raziskavi izvedeni na vzorcih oseb z 
novoodkrito okužbo z virusom HIV v letih 2017–2018 v Sloveniji, lahko zaključimo, da je 
sedanja strategija zdravljena pravilna. Kljub trenutnim evropskim smernicam, ki priporočajo 
testiranje odpornosti pred začetkom zdravljenja za vse HIV-pozitivne posameznike, 
ocenjujemo, da ostaja za Slovenijo rutinsko testiranje specifičnih populacij (nosečnic in 
oseb, pri katerih je do okužbe najverjetneje prišlo v tujini) ustrezno. Zaradi ocenjene visoke 
prevalence v ostalih državah, spreminjajočih se vzorcev TDR in vedno večje raznolikosti 
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